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WYKAZ  WAŻNIEJSZYCH  SKRÓTÓW

AP-1  Activating Protein – 1 - czynnik transkrypcyjny 1

APC   Adenomatous polyposis coli

bFGF   Basic Fibroblast Growth Factor - Zasadowy czynnik wzrostu fibroblastów

BSA   Bovine Serum Albumin - Albumina surowicy wołowej

DAPI   4’,6-Diamino-2-fenyloindol

DBD   DNA Binding Domain - Domena wiążąca DNA

DMEM  medium hodowlane Dulbecco 

DMSO  Dimetylosulfotlenek

DSB  Double Strand Break DNA - podwójne peknięcie nici DNA

Dsh  Dishevelled receptor

EDTA   Kwas etylenodiaminotetraoctowy

EGF   Epidermal Growth Factor - Naskórkowy czynnik wzrostu

EGFR Receptor for Epidermal Growth Factor – Receptor naskórkowego czynnika 

wzrostu

EGTA   Kwas etylenoglikolo-bis(2-aminoetyloeter)-N,N,N’,N; tetraoctowy

Fosforanowym

GAP   GTPase Activating Protein – białko aktywujące GTPazę

GBM   Glioblastoma Multiforme 

GSK3β Glycogen Synthase Kinase 3β - Kinaza syntazy glikogenu 3β

HEPES Kwas N-(2-hydroksyetylo) piperazyno-N’-(2-etanosulfonowy)

HR  Homologous Recombination 

IGF-1   Insulin-like Growth Factor 1 - Insulinopodobny czynnik wzrostu

IR  Insulinowy Receptor

IRS-1   Insulin Receptor Substrate – 1

JNK  c-Jun N-terminal kinase

LP1  Leader Protein 1

MGMT O6-methylguanine-DNA methyltransferase

MOPS   Kwas 3-(N-morfolino)propanosulfonowy
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NHEJ  Nonhomologous end-Joining 

NLS  Nuclear Localization Signal 

OUN  Ośrodkowy Układ Nerwowy

PBS   Phosphate Buffered Saline - Roztwór soli fizjologiczej w buforze

pH2A.X Histone phosphorylated on Ser-139

PI3K  Phosphatidyl-3-inositol kinase – Kinaza fosfatydylo-3-inozytolu

PML   Progressive Multifocal Leukoencephalopathy 

Rb   Białko Retinoblastoma

RTK  receptor Kinaz Tyrozynowych

SDS  Siarczan Dodecylu Sodu

SDS PAGE  Elektroforeza na żelu poliakrylamidowym w obecności siarczanu dodecylu 

  sodu

SFM  Serum Free Medium - Medium pozbawione surowicy

siRNA  Small interfering RNA

STAT  Signal Transducer and Activator of Transcription

TCF-4  Transscription Factor 4

TCR  transcription control region NLS

TEMED N, N, N’,N’-tetrametylenodiamina
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I. STRESZCZENIE 

Antygen T jest wielofunkcyjnym, nowotworowym białkiem wirusa JC, niezbędnym 

do jego replikacji. Ma zdolność aktywowania replikacji wirusa, łączyć się i uszkadzać 

DNA, a także transformować komórki, głównie poprzez zaburzenie prawidłowej funkcji 

białek supresorowych takich jak m.in. p53 i Rb. Ma to wpływ na deregulację cyklu 

komórkowego czego efektem jest niestabilność chromosomalna i nagromadzenie 

uszkodzeń w nici DNA.

Celem prezentowanej pracy  jest zbadanie wpływu antygenu T na zdolność 

transformowania komórek ludzkich poprzez wpływ na funkcje biologiczne białka             

β–kateniny, zaangażowane w ścieżkę sygnału Wnt oraz Rad-51, głównego białka naprawy 

podwójnych pęknięć nici DNA na drodze rekombinacji homologicznej. Jako model 

eksperymentalny wykorzystano ludzką linię glejaka wielopostaciowego U87-MG.

Zaprezentowane wyniki pokazują ochronne działanie antygenu T na komórki 

nowotworowe po inkubacji z cisplatyną. Wykorzystując metodę immunoprecypitacji 

Western blot i barwienia immunofluorescencyjnego udowodniono fizyczną interakcję 

pomiędzy białkami Rad-51, β-kateniną i antygenem T. Zaprezentowano wpływ ekspresji 

antygenu T i białka Rad-51 na wzrost aktywności promotora c-myc i TCF-4 (Transcription 

factor-4). Aktywność ta może prowadzić do nadmiernej proliferacji komórek, 

nagromadzenia licznych uszkodzeń, podwójnych pęknięć nici DNA i niestabilności 

genetycznej. Zaprezentowano, iż w komórkach wykazujących ekspresję antygenu T i       

β-kateniny 100% białka pH2A.X łączy się z białkiem Rad-51, co świadczy o wzroście 

liczby uszkodzeń nici DNA w tych komórkach.

Podsumowując, zaprezentowane wyniki pokazują, iż interakcja pomiędzy antygenem 

T, β-kateniną i białkiem Rad-51 odgrywa ważną rolę w zablokowaniu prawidłowo 

funkcjonujących procesów komórkowych, jest czynnikiem wpływającym na zaburzenie 

prawidłowej naprawy uszkodzonego DNA i stabilizacje mRNA β-kateniny, efektem czego 

może być transformacja komórek.
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II. ABSTRACT 

The JCV early  gene product large T-antigen is a multifunctional oncoprotein 

essential for viral replication. T-antigen has the ability  to activate viral transcription, to 

bind and break DNA, and to transform cells, most likely by affecting function of several 

tumor suppressors such as p53 and Rb proteins. This makes T-antigen unique in its ability 

both to disrupt chromosomal integrity and to inactivate the cell cycle checkpoints that 

would limit clonal expansion of such damaged cells.

In this work the role of antygen T in tumorogenesis has been analysied by checking 

potencial interaction between antigen T and β-catenin, the central protein of the Wnt 

signaling pathway and Rad51 a major component of homologous recombination-directed 

(HR) DNA repair.

Expression of T-antigen increased cell survival following cisplatin treatment. 

Immunoprecipitation/Western blot and immunofluorescence analyses indicated that both 

Rad51 and β-catenin bound to T-antigen. In reporter assays, T-antigen and β-catenin 

activated the c-myc promoter. Cells over-expressing both proteins revealed increased c-

myc and TCF-4 (Transcription Factor-4) transcriptional activity. High rate of proliferation 

for cells overexpressing β-catenin and T-antigen might lead to the accumulation of 

mutations, double-strand DNA breaks and genomic instability. In cells co-expressing both 

T-antigen and β-catenin, a majority  of pH2A.X was co-localized with Rad51 foci, 

suggesting that there was an increased DNA damage and homologous recombination in 

such cells.

Taken together, these studies demonstrate that T-antigen and Rad51 can stabilize β-

catenin mRNA, and all three proteins can combine to regulate cellular processes and this 

interplay  may be an important factor in T-antigen disruption of DNA repair mechanisms 

and cell transformation.
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IV. CELE PRACY

Z medycznego punktu widzenia istotny jest fakt, iż  w procesie formowania i 

progresji nowotworu złośliwego ważną rolę odrywają czynniki epidemiologiczne. Jednym 

z takich czynników jest wirus JC, a w szczególności jego duże białko antygenu T. 

W niniejszej rozprawie postawiono za cel zbadanie ekspresji białka antygenu T oraz 

jego wpływu na funkcje biologiczne białka Rad-51 (białko zaangażowane w naprawę 

podwójnych pęknięć nici DNA na drodze rekombinacji homologicznej) oraz białka β–

kateniny (główne białko ścieżki sygnałowej Wnt), a w szczególności skupiono się na 

wpływie powyższych interakcji na proces naprawy DNA. Jako model w badaniach 

wykorzystano ludzką linię glejaka wielopostaciowego z indukowanym przez doksycyklinę 

antygenem T - U87-MG (-/+ DOX).

W obrębie wymienionego celu sformułowano szczegółowe zadania badawcze, 

których wykonanie umożliwia weryfikację tezy pracy:

1. Określenie obecności białka wirusowego antygenu T w preparatach     

nowotworowych mózgu (glioblastoma, astrocytoma, meduloblastoma) za 

pomocą immunohistochemicznych barwień;

2. Stworzenie ludzkiej linii glejaka wielopostaciowego z indukowanym przez 

doksycyklinę antygenem T w celu lepszej kontroli nad ekspresją białka 

wirusowego a także braku “kontaminacji” ze strony pozostałych białek 

wirusowych (białek kapsydu czy agnoproteiny);

3. Zbadaniu wpływu antygenu T na funkcje biologiczne białek β–kateniny  i 

Rad-51  poprzez:

a. Sprawdzenie wpływu dużego białka antygenu T JCV na proces 

proliferacji, zdolności do wzrostu klonalnego oraz dystrybucji faz cyklu 

komórkowego;

b. Określenie poziomu mRNA białek Rad51 i β-kateniny w ludzkiej linii   

glejaka - U87-MG z indukowanym antygenem T;

c. Określenie poziomu ekspresji białek Rad51 i β–kateniny w indukowanej 

ludzkiej linii glejaka - U87-MG- z indukowanym antygenem T;

10.



d. Sprawdzenie zdolności do współoddziaływania białek Rad-51 i              

β-kateniny z antygenem T;

4. Wyciszenie ekspresji białka β-kateniny przy użyciu interferencji RNA celem 

sprawdzenia efektu antygenu T na nowotworzenie komórek glejaka 

wielopostaciowego przy zahamowanej ekspresji białka β-kateniny;

5. Zbadanie czy fizyczne współoddziaływanie pomiędzy β-kateniną i antygenem 

T wpływa na naprawę podwójnych pęknięć nici DNA.
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III. WSTĘP

1. WIRUS JC

1.1. Charakterystyka wirusa JC

Wirus JC należy do rodziny Polyomavirus znajdującej się w obrębie rodziny 

Polyomaviridae. Materiał genetyczny wirusa stanowi dwuniciowy kolisty  DNA wielkości 

~ 5 kbp. [Shackelton at all., 2006]. JC wirus jest jednym z najmniejszych wirusów o 

podwójnej nici DNA. Jego naturalnym i jedynym gospodarzem jest człowiek [Eash et all., 

2006]. Wirus JC jest mało znanym ale bardzo powszechnie występującym w populacji 

światowej. Obecność przeciwciał anty - JCV stwierdza się u 70 - 90% ludzi [Chang at all., 

2002]. Natomiast, około 40% jest nim zarażona, co oznacza, że w ich moczu znajduje się 

wirusowe DNA, wykrywalne metodą PCR [Agostini et all., 1996].

Wirusa JC po raz pierwszy wyizolowano w roku 1970 od osoby chorej na 

postępującą wieloogniskową leukoencefalopatię (PML - progressive multifocal 

leukoencephalopathy) [Collier et all., 1996]. W komórkach mikrogleju chorego 

wyizolowano wiriony  o budowie typowej dla polyiomawirusa, którego później nazwano 

JC od inicjałów pacjenta [Collier et all., 1996]. Późniejsze badania donoszą, iż wirus JC 

jest jednym z czynników etiologicznym postępującej wieloogniskowej leukoencefalopati 

[Khalili et all., 2006].

Wirus JC najprawdopodobniej przenosi się drogą kropelkowa bądź pokarmową. 

Większość nosicieli zostaje zakażona wirusem we wczesnym dzieciństwie i wirus 

utrzymuje się w komórkach gospodarza przez całe jego życie [Sweet et all., 2006]. Wirus 

pozostaje w stanie uśpienia i nie wywołuje żadnych objawów chorobowych, za wyjątkiem 

przelotnych zaburzeń układu moczowego najczęściej u dzieci. Po wniknięciu do 

organizmu wirus pozostaje w tkance nerwowej, replikując się na stosunkowo niskim 

poziomie [White et  all., 2005]. Jednak u osób z osłabionym układem immunologicznym, 

na przykład po przeszczepach lub podczas przyjmowania leków immunosupresyjnych 

(podczas zakażenia wirusem HIV), wirus może uaktywniać się [Gordon i Khalili, 1998]. 

Uaktywnienie się wirusa w takich przypadkach powoduje rozwój poważnej, śmiertelnej 

choroby PML polegającej na demielinizowaniu ośrodkowego układu nerwowego (OUN). 
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Choroba najczęściej objawia się porażeniem połowicznym, osłabieniem zdolności 

intelektualnych, zaburzeniami mowy i czucia [Berger i Concha, 1995].

Po uaktywnieniu wirus JC wnika do tkanki nerwowej, migdałków, okrężnicy, 

węzłów chłonnych, szpiku kostnego, śledziony, wątroby a także inny  tkanek [Monace et 

all., 1996]. Te ostatnie najprawdopodobniej pomagają wirusowi w przemieszczaniu się 

pomiędzy nerkami a ośrodkowym układem nerwowym [Dell Valle et all., 2006].

1.2. Budowa wirusa JC

Wirion wirusa JC zawiera ikozaedralny kapsyd o średnicy 45-50 nm. Kapsyd 

zbudowany jest z 71 kapsomerów. Każdy z kapsomerów zbudowany jest z trzech białek 

kodowanych przez genom wirusa: VP1, o długości 360 reszt aminokwasowych, VP2 o 

długości 350 reszt aminokwasowych i VP3 o długości ok. 230 reszt aminokwasowych 

[Niv et all., 2004] (Rys. 1).

Rysunek 1 . Schematyczna budowa genomu wirusa JC (na podstawie Khalili et all., 2001).
!
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W genomie wirusa JC można wyróżnić trzy regiony: tzw. wczesny i późny  region 

kodujący oraz region regulatorowy (TCR - transcription control region) [Sariyer et all., 

2006]. Wczesny region kodujący zawiera małe białko antygenu t i duże białko antygenu T. 

Białka te pojawiają się jako pierwsze w procesie transkrypcji, zaraz po wniknięciu wirusa 

do jądra i jego odpłaszczeniu. Białka te biorą udział w stymulacji komórek gospodarza do 

wytworzenia enzymów potrzebnych do replikacji DNA komórkowego, przygotowując tym 

samym komórkę do replikacji wirusowego DNA [Sock et all., 1993]. Białka późnego 

regionu kodującego nie biorą bezpośredniego udziału w ekspresji informacji genetycznej 

wirusa, powstają dopiero po replikacji wirusowego genomu. Należą do nigo białka 

kapsydu (VP1, VP2, VP3 oraz viral protein l-3) i małe białko agnoproteina [Khalili et all., 

2002].

Wczesny prekursorowy  mRNA wirusa podlega alternatywnemu składaniu do pięciu 

dojrzałych transkryptów, kodujących białka: duży antygen T (T-Ag), mały antygen t  (t-

Ag), T' (165), T' (136) oraz T' (135) [Prins et all., 2001]. Wszystkie te białka posiadają 

jednakowe końce aminowe (N-końce) złożone z 81 reszt  aminokawasowych. Poza tym 

każde białko charakteryzuje się własnym, unikalnym końcem karboksylowym (C-koniec), 

z wyjątkiem antygenu T i T' (165) u których końce pokrywają się [Prins et all., 2001]. 

Obecność podobnych sekwencji pomiędzy białkami wczesnymi wirusa JC sugeruje, iż 

antygeny te wchodzą w interakcje między sobą, a funkcjonalną domeną odpowiedzialną za 

owe oddziaływania jest domena N-końcowa [Prins et all., 2001]. 

Najlepiej zbadanym białkiem wczesnym wirusa JC jest  białko dużego antygenu T 

[Reiss i Khalili, 2003]. Około 95% tego białka zlokalizowane jest w jądrze komórki 

gospodarza.Występuje tam w nukeoplaźmie w wolnej formie lub połączone do chromatyny 

i macierzy  jądrowej [Reiss i Khalili, 2003]. Antygen T jest wieloczynnościowym białkiem, 

które przez bezpośrednie interakcje z czynnikami komórkowymi bierze udział w regulacji 

cyklu komórkowego i przetrwaniu komórki [Tyagarajan et all., 2006].

Duży antygen T jest jedynym białkiem wirusowym potrzebnym do replikacji 

własnego DNA, wiąże się z nim i wykazuje aktywność helikazy [Sweet et all., 2002, White 

et all., 2005]. Antygen T ulega modyfikacjom postranskrypcyjnym głównie przez 
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fosforylację reszt seryny i treoniny, ale także przez o-glikozylacje, acetylacje, adenyzacje, 

ADP-rybozylacje [Sweet et all., 2002].

Mały antygen t (t-ag) jest białkiem bogatym w cysteine, zlokalizowanym głównie w 

jądrze komórkowym, rzadziej w cytoplazmie. Posiada zdolność wiązania się z niektórymi 

białkami komórkowymi, czego efektem może być stymulacja wzrostu komórki [White et 

all., 2004]. Białka T'(135), T'(136), T'(165) są izomorfami dużego antygenu T, które 

powstają w wyniku alternatywnego składania prekursorowego wczesnego mRNA. 

Podobnie jak duży antygen T, mogą wiązać się z niektórymi białkami regulującymi 

komórki takimi jak: p107 i p130, należącymi do rodziny pRB, mogą upośledzać ich 

funkcje co w konsekwencji prowadzi do powstania nowotworów [Bollag et all., 2006].

Późny region kodujący wirusa JC zawiera geny agnoproteiny (LP1 – leader protein 

1) oraz trzech białek kapsydu: VP1, VP2,Vp3. Agnoproteina jest 71-aminokwasowym 

białkiem o masie cząsteczkowej 8 kD. Produkowana jest w późnej fazie cyklu 

replikacyjnego wirusa, jednkże nie stwierdza się jej występowania w wirionie [Darbinyan 

et all., 2002; Endo et all., 2003]. W komórkach można ją znaleźć głównie w cytoplazmie, 

szczególnie w rejonie okołojądrowym, w jądrze występuje w śladowych ilościach 

[Darbynian et all., 2002]. Agnoproteina jest białkiem dobrze poznanym i pełni role 

regulatorową w regulacji i ekspresji ganów wirusa, jak również  w składaniu wirionów i ich 

rozprzestrzenianiu [Khalili et all., 2003]. Badania pokazują iż białko agnoproteina może 

wiązać się do innych białek wirusowych np. białka antygenu T, jak również do innych 

białek komórkowych jak np. p53, Ku70, Ku80 deregulując tym samym cykl komórkowy 

[Khalili i White, 2005]. Obecność samej agnoproteiny, bez innych białek wirusa JC, 

wpływa hamująco na wzrost komórek poprzez zatrzymanie ich głównie w fazie G2/M. 

Dodatkowo, agnoproteina wywiera toksyczny wpływ na komórkę poprzez hamowanie i 

uniemożliwianie naprawy uszkodzonego DNA [Darbinyan et all., 2004]. Rola 

agnoproteiny w hamowaniu procesu naprawy DNA polega na jej wiązaniu się do dwóch 

czynnikow, Ku70, Ku80, biorących udział w tym procesie i inaktywację ich. Modulacja 

działania białkami Ku70, Ku80 może być jednym z ważniejszych czynników sterujących 

cyklem życiowym wirusa JC, a także przyczyną nowotworzenia [Darbinyan et all., 2004].
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1.3. Replikacja wirusa JC

W cyklu replikacyjnym wirusa JC można wyróżnić dwie podstawowe fazy: fazę 

wczesną i fazę późną. Faza wczesna obejmuje absorpcję wirusów do komórki i trwa do 

rozpoczęcia replikacji DNA wirusa (Rys. 2). W tym czasie cząsteczka łączy się z 

powierzchnią komórki, wykorzystując do tego celu reszty kwasu sjalowego obecne w 

receptorach glikoproteinowych [Gee et all., 2006]. Po wniknięciu do komórki drogą 

endocytozy zależnej od białka komórkowego klatryny, cząsteczki wirusa zamknięte w 

endosomach ulegają przemieszczaniu w kierunku jądra komórkowego. Opuszczenie 

endosomów przez wiriony następuje dopiero przy zewnętrznej stronie błony jądrowej 

[Querbes et  all., 2006]. Samo wejście wirusa JC do jądra następuje przez kompleks 

porowy jądra (nuclear localization signal – NLS) obecny w białku kapsydowym VP1 

[Querbes et all., 2006]. W jądrze komórkowym genom wirusa ulega odpłaszczeniu i 

zachodzi jego transkrypcja z użyciem polimerazy II gospodarza, prowadząca do powstania 

mRNA. Proces ten zachodzi dzięki zdolności antygenu T do aktywacji ekspresji genów 

komórkowych oraz własnych [Sock et all., 1993]. Geny wirusowe są aktywowane po 

związaniu się antygenu T z rejonem wzmacniacza transkrypcji promotora wirusowego. 

Antygen T wiąże się także z polimerazą DNA α oraz z innymi białkami odpowiedzialnymi 

za regulacje wzrostu komórki [Smith et all., 2003]. 
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Rysunek 2. Wejście wirusa JC do komórki gospodarza (na podstawie Maginnis i Atwood, 
2009).

Faza późna cyklu replikacyjnego wirusa JC rozpoczyna się wraz z inicjacją replikacji 

DNA wirusowego. Badania donoszą, iż  sam proces replikacji nie jest do końca poznany w 

przypadku wirusa JC, a przedstawiona wiedza oparta jest na podstawie badań nad innym, 

blisko spokrewnionym wirusem SV40 czy BVK. Replikacja następuje w jądrze komórki 

gospodarza i bierze w niej udział duży antygen T oraz enzymy komórkowe [Sock et all., 

2006]. Cześć cząsteczek antygenu T przyłącza się do DNA wirusa w miejscu startu 

replikacji i katalizuje rozplątanie nici DNA [Alexandrov et  all., 2002]. Po rozplecieniu nici 

DNA białko to tworzy kompleks z białkiem replikacyjnym A (RPA), tworząc kompleks 

preinicjujący  replikację do którego przyłącza się następnie α-prymaza polimerazy  DNA, 

przekształcając go w kompleks inicjacyjny [Smith et all., 2003]. 

Synteza zachodzi w dwóch kierunkach wokół kolistego DNA wirusa. Przesuwanie 

się widełek replikacyjnych ułatwione jest dzięki aktywności helikazowej antygenu T 

[Alexandrov et all., 2003]. W fazie późnej zachodzi także ekspresja genów późnych 

kodujących białka kapsydu wirusa, składanie cząsteczek wirusa w jądrze zakażonej 
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komórki oraz uwolnienie wirusa z komórki. Proces uwolnienia wirusa JC prowadzi do lizy 

komórek [Duboi et all., 1997] (Rys. 2).

2. MOLEKULARNE PODSTAWY TRANSFORMACJI KOMÓREK 

PRZEZ WIRUS JC

Wiele doświadczeń przeprowadzonych na modelach zwierzęcych [Zu Rhein i 

Varakis, 1979; London et all., 1983; Ohsumi et all., 1985] donosi o roli antygenu T w 

procesie nowotworzenia poprzez zdolność do transformacji komórek in vitro. Wirus JC 

wykorzystuje genom gospodarza do replikacji własnego DNA. Wzajemne oddziaływanie 

pomiędzy czynnikami wirusowymi i gospodarza są niezbędne do cyklu replikacyjnego ale 

także powodują liczne zmiany w komórce gospodarza. Komórka zostaje przekierowana z 

fazy  G1 cyklu komórkowego i zablokowana w fazie S. Antygen T ma zdolność wiązania 

się do białek należących do rodziny pRb (retinoblastoma protein family) [Dyson et all., 

1990], p130 [Ludlow et all., 1995], p107 [Dyson et all., 1989] oraz p53 [Bollag et all., 

1989], które w normalnych warunkach regulują prawidłowe funkcjonowanie cyklu 

komórkowego. Domeną odpowiedzialną za transfomację komórkową w białku antygenu T 

jest domena N-końca, która zawiera sekwencje LXCXE [Bollag et all., 1989]. 

Antygen T wiążąc białka z rodziny Rb, które regulują przejście komórki z fazy G1

(G0) do fazy S cyklu komórkowego, powoduje ich inaktywację i zaburzenie w przebiegu 

cyklu komórkowego [Krynska et all., 1998]. Antygen T wiąże się z pRB połączonym w 

kompleksie z czynnikiem transkrypcyjnym E2F (E2F/pRB) co prowadzi do rozbicia 

kompleksu E2F/pRB. Uwolniony w ten sposób czynnik transkrypcyjny E2F aktywuje 

liczne geny komórkowe, odpowiedzialne za wejście komórki w fazę syntezy  [White et  all., 

2006] (Rys. 3). Formy alternatywne dużego antygenu T, T(135), T(136), T(165) także 

wiążą białka z rodziny pRB oraz wzmacniają replikację wirusowego DNA [Frisque et all., 

2003].

Dodatkowo, antygen T (Ag-T) wiąże białko p53, które pełni role w utrzymaniu 

integralności genomu poprzez wpływ na ekspresję czynników biorących udział w 

naprawie DNA w przypadku jego uszkodzenia, a gdy  uszkodzenia są zbyt duże, w 
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zahamowaniu podziału komórki i wyindukowaniu apoptozy [White et all., 2005]. Procesy 

te prowadzą do akumulowania się zmian w materiale genetycznym i niekontrolowanych 

podziałów komórki, która przez to może przekształcić się w komórkę nowotworową (Rys. 

3).

Rysunek 3. Udział dużego białka wirusa JC - antygenu T w zablokowaniu prawidłowo 
funkcjonującego cyklu komórkowego (na podstawie Reiss i Khalili, 2003).

Badania donoszą także o wpływie dużego antygenu T na drogę sygnału aktywowaną 

przez substrat dla receptora insulinowego 1 (IGR-1 - insulin receptor substrate 1), główną 

cząsteczkę receptora insulinopodobnego czynnika wzrostu I (IGF-IR - insulin-like growth 

factor I receptor) [Reiss et all., 2006]. Po przetransportowaniu IRS-IR do jądra, w czym 

uczestniczy duży antygen T, IRS-1 wiąże białko Rad-51 w miejscu uszkodzonego DNA 

powodując hamowanie jego naprawy na drodze rekombinacji homologicznej (HR -

homologous recombination) [Reiss et all., 2006] (Rys. 4). W efekcie dochodzi do 

akumulacji mutacji w komórce, a wraz z nimi do niestabilności genetycznej, naruszając 

tym samym integralność materiału genetycznego. Zarówno wadliwa naprawa 
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uszkodzonego DNA, czy  też defekty  w zachowaniu telomerów, rozdziału chromosomów, 

mogą przyczynić się do rozwoju nowotworów [Reiss et all., 2006]. 

Rysunek 4. Rola wirusa JC w drodze przekazywania sygnalu IGF-1 (na podstawie Reiss i Khalili, 
2003).

2.1. Droga przekazywania sygnału Wnt.

Droga ścieżki przekazywania sygnału Wnt odgrywa ważną role w regulacji 

proliferacji i różnicowaniu komórek [Van Es et all., 2003]. Wzrastające w ostatniej 

dekadzie zainteresowanie środowiska naukowego szlakiem zależnym od Wnt jest  podparte 

licznymi badaniami wykazującymi znaczenie tej ścieżki zarówno w procesach 

fizjologicznych jak i patologicznych [Polakis et  all, 1999]. Wykazano, że zaburzona 

regulacja i aktywacja tego szlaku jest związana z retinopatią, tetraamelią a także licznymi 

chorobami nowotworowymi, w szczególności rakiem przewodu pokarmowego [Polakis et 

all., 1997; Tejpar et all., 2001; Chan et all., 1999; Miyoshi et all., 1998; Morin et all., 

1997].

W prawidłowo funkcjonującym organizmie gen APC (ang. Adenomatous Polyposis 

Coli) działa jako regulator cyklu komórkowego hamujący przez regulacje poziomu β-
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kateniny sygnał proliferacji pochodzący od transmembranowego białka E-kadhedryny. W 

przypadku utraty funkcjonalności tego genu w tkance zostaje zaburzona równowaga 

między podziałami i śmiercią komórki. Białkiem regulującym tworzenie kompleksu białka 

APC z β-katenina jest  kinaza białkowa ZW3⁄GSK3β. Ufosforylowane białko APC 

aktywuje wiązanie β-kateniny. Aktywność kinazy GSK3β jest regulowane poprzez białko 

dsh (Disheveled), wchodzące w interakcje z produktem genu WNT1. Białko APC związane 

z kinazą ZW3⁄GSK3β posiada zdolność hamowania transkrypcji indukowanej przez         

β-kateninę. W warunkach prawidłowo funkcjonującego organizmu poziom β-kateniny w 

cytoplazmie bardzo skrupulatnie kontrolowany jest przez białko APC [Munemitsu et all., 

1995], axin [Zeng et all., 1997; Behrens et all., 1998] i GSK-3β [Rubinfeld et all.,1996] 

(Rys. 5A) poprzez fosforylację i degradację w cytoplazmie. 

W przypadku utraty funkcji produktu genu APC następuje nagromadzenie wolnej β-

kateniny w jądrze komórkowym i aktywacja m.in. czynnika transkrypcji TCF-4. Następnie 

komórka jest pobudzona do proliferacji w wyniku aktywacji transkrypcji genu c-myc przez 

TCF-4 [Van de Wetering et all., 1997] (Rys. 5B).
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Rysunek 5. Ścieżka przekazywania sygnału Wnt (na podstawie Reiss i Khalili, 2003) 
A - przekazywanie sygnału w prawidłowo funkcjonującym organizmie; 
B- przekazywanie sygnału w nieprawidłowych warunkach ze wskazaniem na funkcję wirusa JC

Dowodami na to, że ścieżka zależna od Wnt ma istotne znaczenie w etiologii 

nowotworów są doniesienia m.in. o tym, że: (1) białko supresyjne APC jest zaangażowane 

w proces degradacji β-kateniny, która stabilizowana jest poprzez ścieżkę Wnt, (2) mutacje 

w białku APC prowadzą do stabilizacji β-kateniny oraz (3) mutacje β-kateniny związane z 

procesem nowotworzenia mogą prowadzić do jej stabilizacji i pozwalają kwalifikować 

białko to jako protoonkogen [Gao et all., 2002].

Liczne prace donoszą, iż  β-katenina może wchodzić w interakcje z antygen T [Gan i 

Khalili, 2004, Enam et all, 2002] (Rys. 5B). Duże białko wirusa JC stabilizuje β-katenine i 

powoduje jej translokację z cytoplazmy do jądra komórkowego. W jądrze β-katenina 

wchodzi w interakcje ze swoistymi czynnikami transkrypcyjnymi, stymulując w ten 

sposób ekspresję genów, m.in. c-myc i TCF-4, którego produkt aktywuje cykl komórkowy 

i proliferację [He at  all, 1998]. W przypadku równoczesnej produkcji i obecności tych 

AB
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dwóch białek, tj. antygenem T oraz β-kateniny, dochodzi do wzmocnienia transkrypcji z 

promotora genu c-myc [Morin, 1999]. Ponadto, w nowotworach okrężnicy antygen T 

wirusa JC prowadzi, jak się wydaje, komórki do niestabilności genetycznej i 

epigenetycznej, wyłącznie poprzez interakcję m.in. z β-kateniną i p53, co przejawia się w 

postaci zmian chromosomalnych [Krynska et all, 1999].

3. NOWOTWORY ZWIĄZANE Z WIRUSEM JC

Bardzo dużą grupą nowotworów mających związek z wirusem JC są guzy  mózgu. 

Liczne eksperymenty na modelach zwierzęcych dowiodły potencjalnie ważną funkcję 

wirusa JC w etiologii tych nowotworów. Kluczową rolę w nowotworzeniu odgrywa duże 

białko antygenu T [White et all., 2005]. Przeprowadzone badania donoszą o wysokiej 

częstotliwości występowania sekwencji genu VP1 oraz sekwencji TCR wirusa JC w 

guzach mózgu, co może sugerować, iż wirus JC jest czynnikiem etiologicznym tych 

nowotworów [Boldorini et all., 2005, Croul et all., 2003]. Dla przykładu, około 70% 

pacjentów z różnymi nowotworami mózgu wykazuje obecność sekwencji genów 

wczesnych wirusa JC w tych tkankach [Del Valle et all., 2004]. Inne badania donoszą o 

występowaniu sekwencji DNA charakterystycznych dla poliomawirusow w 50% badanych 

próbkach różnych guzów mózgu, z czego 40.6% było swoiste dla wirusa JC [Delbue et 

all., 2005]. Sekwencje te wyizolowano z takich nowotworów jak: rdzeniak (z łac. 

medulloblastoma), wyściółczak (z  łac. ependymoma) czy glejak wielopostaciowy (z łac. 

glioblastoma).

Wirus JC może odgrywać ważną rolę w nowotworzenie nie tylko do guzów mózgu. 

Wyniki przedstawione prze Del Valle i współpracowników na Uniwersytecie Temple 

wykazują obecność białek wirusowych w komórkach rakowych przewodu pokarmowego 

w tym żołądka, jelita grubego, przełyku a także piersi, płuc, wątroby, jajników a także 

skóry (Tabela 1.).

W badaniach dotyczących nowotworów przełyku (z łac. esophageal carcinomas) 

duży antygen T wirusa JC wykryto w 10 z 19 analizowanych próbek (53%) [Del Valle et 

all., 2005]. W żadnej z 51 próbek z przełyku, z normalną tkanką czy też  ze zmianami 
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łagodnymi i przedrakowymi, nie stwierdzono obecności tego białka wirusowego [Del Valle 

et all., 2005]. Natomiast w wyniku analizy sekwencji DNA wirusa JC w wybranych 5 

próbkach pochodzących z raka przełyku ustalono, że DNA JCV występuje we wszystkich 

próbkach (100%), a w badanych 13 próbkach kontrolnych w 11 z nich (85%) [Del Valle et 

all., 2005]. Tak duża częstość występowania wirusa JC w tkankach przełyku może 

potwierdzać hipotezę jego wnikania do organizmu drogą pokarmową [Boffi-Mass et all., 

2001; Del Valle et all., 2005].

Podobnie jak w nowotworach przełyku, w nowotworach żołądka (z łac. gastric 

cancers) również  stwierdzono następującą prawidłowość: obecność sekwencji DNA 

wirusa JC swoistych dla genu antygenu T w tkance nowotworowej i w otaczającej 

nowotwór tkance normalnej, ale tylko w tkance nowotworowej wykazano ekspresję 

antygenu T [Shin et all., 2006]. Z 37 analizowanych próbek nowotworu żołądka, 

sekwencje DNA swoiste dla dużego antygenu T JCV znaleziono w 21 (57%), a w 

badanych 23 próbek, dotyczących obecności białka T-Ag, w 9 uzyskano pozytywny wynik 

(39%) [Shin et all., 2006]. Ponadto, doniesienie na temat wykrycia sekwencji DNA wirusa 

JC w nabłonku gruczołowym prostaty stwarza możliwość udziału wirusa JC w 

kancerogenezie tego gruczołu [Zambrano et all., 2002].
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Tabela 1. Rezultaty barwienia immunohistochemiczne preparatów z tkanek nowotworowych 
przeciwko białkom wirusa JC (opracowane na podstawie Del Valle i Khallili, 2010).

Inne doniesienia wskazują, że obecność antygenu T-Ag w komórkach raka okrężnicy 

wpływa na wzór metylacji materiału genetycznego [Goel et all., 2006; Strazzullo et all., 

2003]. W stu przebadanych próbkach tego nowotworu ze stwierdzonymi niestabilnościami 

mikrosatelitarnymi i chromosomalnymi sekwencje DNA właściwe dla antygenu T wirusa 

JC wykryto metodą PCR w 77% przypadków [Goel et all., 2006]. Następnie metodą 

immunohistochemiczną w 56% tych pozytywnych przypadków potwierdzono obecność 

dużego antygenu T [Goel et all., 2006]. Ponadto sprawdzono wzór metylacji regionów 

promotorowych dziewięciu genów supresorowych, których zmieniona ekspresja ma 

positive cases are in accordance with the results
reported in our previous study [Del Valle et al., 2001b].
The late accessory product, Agnoprotein was found in
the same number of cases of glial tumors, with the
exception of one Glioblastoma (Table I). The capsid
protein VP-1 was consistently negative, ruling out
productive viral infection in all the samples.
Results from a colon cancer array showed that 17 of

50 samples were immunoreactive for T-antigen. Again,
15 out of those 17 positive samples also expressed
Agnoprotein, while the 2 samples of normal colon
were negative for all viral proteins. In the tissue
array containing different phenotypes of human can-
cers, T-antigen was found expressed in one case of
GBM, one out of two cases of esophageal carcinoma,
four out of four cases of thyroid malignancies (papillary
and follicular), one out of two cases of breast cancer,
four out of six cases of lung carcinomas, one case of
nephroblastoma (Wilms’ tumor), and one out of four
cases of ovarian cancer. Table I shows the total number

of cases and the expression of viral proteins in the three
different tissue arrays.

In all positive cases, expression of T-antigen is
confined to the nuclear compartment of neoplastic cells
and Agnoprotein is located to the cytoplasm. Within the
same slides, tissue cylinders of normal colon and normal
brain parenchyma show no expression of T-antigen, and
work as an internal control. Representative cases in
which T-antigen was detected are presented in Figure 1
and expression of Agnoprotein is shown in Figure 2.

Despite the well-characterized transforming abilities
of polyomaviruses in vitro, and the established onco-
genic potential of JCV in animal models, either after
direct inoculation of JCV or expression of the transgene
encompassing the JCV early genome in transgenic
animals [Zu Rhein and Varakis, 1979; London et al.,
1983; Ohsumi et al., 1985; Small et al., 1986; Franks
et al., 1996], the association of JCV with human tumors
has been debated during the last decade. While several
studies have successfully detected viral genomic
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TABLE I. Immunohistochemical Detection of JC Viral Proteins in Human Caner Arrays

Tumor Total cases T-antigen Agnoprotein VP-1

AccuMax A221(II) brain cancer tissues

Pilocytic astrocytomas 8 0 0 0
Diffuse fibrillary astrocytomas 2 1 1 0
Anaplastic astrocytomas 7 4 4 0
Glioblastoma multiforme 13 6 5 0
Normal brain 2 0 0 0

AccuMax A203(I) colon cancer tissues

Adenocarcinomas 50 17 15 0
Normal colon 2 0 0 0

AccuMax A201 various cancer tissues

Glioblastoma multiforme 2 1 1 0
Esophageal carcinoma 2 1 1 0
Larynx squamous cell carcinoma 2 0 0 0
Thyroid papillary carcinoma 2 2 2 0
Thyroid follicular carcinoma 2 2 2 0
Breast ductal carcinoma 1 0 0 0
Breast lobular carcinoma 1 1 1 0
Gastric adenocarcinoma 2 0 0 0
Gastric signet ring cell carcinoma 2 0 0 0
Pancreatic adenocarcinoma 2 0 0 0
Lung squamous cell carcinoma 2 2 1 0
Lung adenocarcinoma 2 0 0 0
Poorly differentiated lung tumors 2 2 2 0
Hepatic colangiocarcinoma 1 0 0 0
Hepatic adenocarcinoma 1 0 0 0
Hepatocarcinoma 2 0 0 0
Kidney Wilm’s tumor 1 1 1 0
Renal cell carcinoma 1 0 0 0
Ovary serous adenocarcinoma 2 1 1 0
Ovary mucinous adenocarcinoma 2 0 0 0
Endometrial squamous cell carcinoma 2 0 0 0
Endometrial adenocarcinoma 2 0 0 0
Colon adenocarcinoma 2 0 0 0
Rectal maltoma 1 0 0 0
Cecal adenocarcinoma 1 0 0 0
Dermatofibrosarcoma protuberans 1 0 0 0
Skin squamous cell carcinoma 1 0 0 0

808 Del Valle and Khalili
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znaczenie w powstawaniu raka okrężnicy i stwierdzono znaczącą korelację pomiędzy 

obecnością antygenu T, a stopniem metylacji promotorów tych genów, w porównaniu z 

próbkami, w których nie wykryto dużego białka wirusowego antygenu T [Goel et  all., 

2006]. 

W przypadku infekcji poliomawirusami postulowany mechanizm transformacji 

nowotworowej polega na tym, że JCV obecny w przewodzie pokarmowym uaktywnia się 

w przypadku zmian nowotworowych, lub wywołuje je, i poprzez swoje białko duży 

antygen T prowadzi do wyżej wymienionych procesów uszkadzających materiał 

genetyczny  [Niv et all., 2005]. Kiedy w ich wyniku w komórkach nowotworowych dojdzie 

do inaktywacji wystarczającej liczby  tkankowo-swoistych genów hamujących proces 

nowotworzenia, co zapewnia rozwój nowotworu, dalsze transformacje materiału 

genetycznego spowodowane działaniem wirusa JC mogą być potencjalnie niebezpieczne 

dla komórek nowotworowych i w jakiś sposób, metodą selekcji pozbywają się one wirusa 

[Niv et all., 2005].

4. ZNACZENIE MECHANIZMÓW NAPRAWY DNA W PROCESIE 

NOWOTWORZENIA

Genomy wszystkich organizmów narażone są na działanie czynników mających 

zdolność uszkadzania i modyfikacji DNA. Wszystkie uszkodzenia DNA w mniejszym lub 

większym stopniu zmieniają strukturę chromosomów i zaburzają procesy ich replikacji. 

Ponieważ replikacja DNA zawierającego uszkodzenia wiąże się z ryzykiem powstania 

mutacji, obecność takich uszkodzeń jest szczególnie niebezpieczna w komórkach 

dzielących się.

Komórki dysponują detektorami uszkodzeń DNA i po ich wykryciu uruchamiają 

kilka typów odpowiedzi. Podstawową odpowiedzią komórki na uszkodzenia DNA jest jego 

naprawa, pozwalająca na usunięcie uszkodzenia i odtworzenie prawidłowej struktury 

DNA. Jednocześnie z zainicjowaniem naprawy, w komórkach uruchomione są 

mechanizmy prowadzące do zablokowania cyklu komórkowego (checkpoint control 

system). Zablokowanie cyklu komórkowego wydłuża czas na naprawę DNA przed 
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replikacją i podziałem chromosomów. Uszkodzenia DNA, które nie mogą być naprawione 

są często eliminowane razem z całą komórką na drodze apoptozy. 

Populacja ludzka cechuje się polimorfizmem wielu loci genowych, w tym genów 

kodujących białka związane z procesami o kluczowym znaczeniu dla przeżycia komórki. 

Osoby mające niektóre warianty polifmorficzne ponoszą większe ryzyko rozwoju 

nowotworów w przypadku ekspozycji na substancje toksyczne niż  osoby z bardziej 

dopasowanymi allelami.

Obniżona zdolność naprawy DNA może być również  powodowana występowaniem 

określonych wariantów polimorficznych białek uczestniczących w szlaku naprawy DNA. 

Zwykle polimorficzne wersje cechują się aktywnością zbliżoną do typu dzikiego, jednak w 

przypadku występowania takich wariantów w wielu loci i ekspozycji na czynniki 

uszkadzające, ryzyko rozwoju choroby nowotworowej może być większe, co potwierdzają 

dane epidemiologiczne. Spośród genów związanych ze szlakiem naprawy DNA, liczne 

wystepują jako warianty polimorficzne, niektóre mają nawet po kilka miejsc podstawień 

aminokwasowych.

Zmiany DNA powstające w wyniku oddziaływania czynników uszkadzających oraz 

błędów replikacji mogą mieć dla komórki poważne konsekwencje. Aby możliwe było jej 

przetrwanie konieczne jest istnienie systemów naprawy DNA usuwających uszkodzenia i 

zmniejszenie częstości mutacji. Systemy te wykazują dużą specyficzność substratową i 

specjalizację. 

4.1. Mechanizmy naprawy DNA

4.1.1. Naprawa przez bezpośrednią rewersję uszkodzeń

Jest to proces jednoetapowy i nie wymaga usunięcia zmienionych zasad azotowych 

DNA. U ssaków uczestniczy w niej metyltranseraza O6-metyloguaniny DNA (MGMT - 

O6-methylguanine-DNA methyltransferase) oraz obecne u niektórych grup 

systematycznych fotoliazy, ich aktywności nie stwierdzono jednak u człowieka [Von 

Wronski et all., 1991]. Komórki, które wykazują defektywną budowę MGMT są 

szczególnie wrażliwe na czynniki alkilujące, a organizmy które nie wykazują obecności 

27.



aktywnego kompleksu są bardziej podatne na rozwój nowotworów [Tsuzuki et  all., 1996]. 

Owy typ naprawy uszkodzonego DNA schematycznie przedstawia Rys. 6.

Rysunek 6. Mechanizm bezpośredniej naprawy DNA. (na podstawie Garland Science, 2007).

4.1.2. Naprawa przez wycinanie zasad azotowych.

Naprawa przez wycinanie zasad azotowych służy głównie do usuwania 

nieskomplikowanych, lecz niebezpiecznych w skutkach uszkodzeń DNA, jakimi są 

utlenione i N-alkilowane zasady azotowe. Naprawa zaczyna się od rozpoznania 

uszkodzonej lub niewłaściwej zasady przez specyficzny substratowo enzym – glikozylazę 

DNA. Dokonuje ona hydrolizy wiązania N-glikozydowego między zmodyfikowaną zasadą 

a resztą cukrową, prowadząc do utworzenia w łańcuchu DNA miejsca AP [Scharer et all., 

2001]. Następny etap związany jest z usunięciem grupy  5- deoksyfosforanowej (dRp) 

przez enzym o aktywności deoksyrybofosfodiesterazy (polimeraze DNA-β z aktywnością 

liazy dRp oraz prawdopodobnie glikozylaze OGG1) [Matsumoto et all, 1998]. Po 

wypełnieniu luki dalsza naprawa przebiega wg dwóch odrębnych szlaków – 

podstawowego lub alternatywnego, jest to zależne od struktury 5´dRP [Nakamura et  all., 

2000].

W przypadku szlaku podstawowego następuje zastąpienie zmodyfikowanego 

nukleotydu prawidłowym, co stanowi ostatni etap  naprawy. Natomiast szlak alternatywny 
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różni się od podstawowego przede wszystkim wymianą aż 2-10 nukleotydów. Proces 

naprawy przez wycinanie zasad azotowych schematycznie przedstawia Rys. 7.

Rysunek  7. Naprawa uszkodzeń DNA przez wycinanie zasad azotowych (na podstawie Garland 
Science, Genome 3, 2007).

Główne geny zaangażowane w ten proces to m.in. OGG1, który  ma kilka miejsc 

polimorficznych [Kohno et  all, 1998]. Jedno z nich, 326 Cys [Janssen et  all., 2001] 

szczególnie zwiększa ryzyko rozwoju kilku typów nowotworów [Goode et all., 2002], m.in 

nowotwór płuc, przełyku i prostaty [Xing et all., 2002]. Kolejnym genem biorącym udział 

w naprawie DNA przez wycinanie zasad azotowyh jest XRCC. Polimorfizm w pozycji 399 

(ekson 10) jest związany z powstaniem Arg – Gln w domenie BRCT i może mieć wpływ 

na ryzyko rozwoju choroby nowotworowej, powodując zarówno jego wzrost, jak i spadek, 

w zależności od typu i lokalizacji raka [Goode et all., 2002].

4.1.3. Naprawa przez wycinanie nukleotydów 

System naprawy przez wycinanie nukleotydów pozwala na usuwanie wielu rodzajów 

uszkodzeń, w tym bardzo złożonych m.in. foto-produktów, wewnątrzniciowych wiązań, 

dużych adduktów powstałych w wyniku ekspozycji na aflatoksyny [Huang et all., 1994]. 

Naprawa obejmuje rozpoznanie uszkodzonego nukleotydu, jego wycięcie oraz syntezę 
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nowej nici DNA na matrycy nici komplementarnej. W proces ten zaangażowanych jest 

wiele białek, których uszkodzenie lub brak wiąże się z nadwrażliwością i rozwojem 

poważnych chorób, m.in. syndrom Cackayne´a [Vermeulen et all., 1994]. Szlak 

podstawowy jest niezależny od transkrypcji, umożliwia więc usuwanie uszkodzeń z 

nietranskrybowanych fragmentów genomu oraz nici kodującej (nietranskrybowanej) 

transkrybowanych obszarów DNA. Szlak sprzężony z transkrypcją uczestniczy  w 

usuwaniu uszkodzeń blokujących syntezę mRNA prowadzoną przez polimerazę RNA II 

[Bohr et all., 1985]. Schematycznie proces ten przedstawiony jest na rysunku 8.

Rysunek 8. Schemat  naprawa DNA prze wycinanie nukleotydów (na podstawie Garland Science, 
Genome 3, 2007).

Gen XPD koduje helikazę DNA, która uczestniczy miedzy  innymi w szlaku naprawy 

przez wycinanie nukleotydów. W obrębie genu XPD stwierdzono dotychczas istnienie 17 

miejsc polimorficznych. Według niektórych badań allel 751GLN obniża ryzyko rozwoju 

niektórych nowotworów (m.in piersi), wg innych właściwości ochronne ma wariant 751 

Gln [Spitz et all., 2001]. Dane uzyskane dla osób z nowotworami powiązanymi z paleniem 

tytoniu wykazują, że wariant 751Gln zwiększa ryzyko rozwoju u osób niepalących, 
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natomiast ma właściwości ochronne u palących tytoń [Stern et all., 2002]. Nie została 

zaobserwowana wyraźna korelacja pomiędzy występowaniem wariantem owego genu a 

rozwojem choroby nowotworowej [Godde et all., 2002].

4.1.4. Naprawa przez recombinancje.

Podwójne pęknięcia nici DNA (DSBs DNA - double-strand breaks DNA) jest typem 

uszkodzenia, podczas którego dwie komplementarne nici podwójnej helisy DNA ulegają 

jednoczesnemu zniszczeniu w miejscach położonych blisko siebie. DSB należy do 

najbardziej niebezpiecznych uszkodzeń materiału genetycznego. Dane literaturowe 

wskazują na to iż, jedno podwójne pęknięcie nici wystarcza do indukcji procesu apoptozy 

komórki [Sonoda et all., 1998]. DSB może być wywołane przez czynniki fizyczne lub 

chemiczne, mogą także zaistnieć w prawidłowych komórkach jak np. podczas 

różnicowania limfocytów czy komórek rozrodczych. Pęknięcia te mogą powodować utratę 

części chromosomów oraz translokację materiału genetycznego między nimi. Ponadto są 

one silnymi induktorami programowanej śmierci komórki [Dikomey et all., 1998]. U 

eukariotów istnieją dwa główne szlaki naprawy pęknięć dwuniciowych – rekombinacja 

homologiczna (homologous recombination – HR) oraz rekombinacja niehomologiczna 

(nonhomologous end-joining – NHEJ).

4.1.4.1. Rekombinacja niehomologiczna (NHEJ)

Szlak naprawy DNA na drodze rekombinacji niehomologicznej umożliwia 

połączenie pękniętych nici, nie wymagających istnienia homologii między nimi. System 

ten cechuje się małą wiernością odtwarzania sekwencji wyjściowej. Pomimo tego może on 

stanowić główny szlak naprawy pęknięć dwuniciowych w komórkach ssaków [Jeggo et 

all., 1991]. 

W NHEJ bierze udział kompleks białkowy, który kieruje ligazę DNA do miejsca 

pęknięcia. W skład kompleksu wchodzą dwie cząsteczki białka Ku70 i Ku80, wiążące się z 

końcami DNA po obu stronach pęknięcia i powodujące zbliżanie do siebie obu końców 
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przerwanej cząsteczki DNA. Białko Ku wiąże się z DNA wraz z kinazą białkową DNA-

PKCS, aktywującą trzecie białko, XRCC4, które oddziałuje z ligazą DNA IV, kierując to 

białko naprawcze w miejsce dwuniciowego pęknięcia. Proces ten jest niedokładny i często 

powoduje zmiany w sekwencji DNA, które mogą być rejestrowane jako wymiany 

chromatyd siostrzanych [Frank et all., 1998].

4.1.4.2. Rekombinacja homologiczna (HR)

Drugim sposobem naprawy DSBs jest system rekombinacji homologicznej. Po 

zajściu pęknięcia, na każdej z dwóch nici zachodzi wycięcie wielu nukleotydów. W efekcie 

pozostają w niej jednoniciowe końce 3’. Jeden z końców dokonuje inwazji homologicznej 

cząsteczki DNA (np. przez polimerazę DNA), tworząc strukturę Hollidaya, która może się 

przemieszczać wzdłuż heterodupleksu. Aby uzupełnić heterodupleks, druga z nici, która 

nie brała udziału w tworzeniu struktury  Hollidaya, również jest  wydłużana. W reakcji 

syntezy DNA wydłużanie nici odbywa się z użyciem odpowiednich obszarów 

nieprzeciętego elementu jako matrycy. Powstający po ligacji heterodupleks zawiera dwie 

struktury Hollidaya, które mogą być rozłączone wieloma sposobami. HR jest procesem 

efektywnym, charakteryzującym się dużą wiernością w odtwarzaniu informacji. Jednak 

naprawa w szlaku HR wymaga znacznie więcej czasu niż  w systemie NHEJ, który częściej 

występuje u Eukariota. Naprawa typu HR wymaga występowania nieuszkodzonego, 

homologicznego, dwuniciowego fragmentu DNA [Brown, 2009].

4.2. Rola białka Rad-51 w naprawie podwójnych pęknięć nici DNA na drodze 

HR

Najważniejszym białkiem biorącym udział w naprawie przez rekombinację 

homologiczną jest Rad-51, stanowiący główny składnik kompleksu rekombinacyjnego z 

białkami pomocniczymi z jednoniciowym fragmentem powstałym na końcu uszkodzonej 

cząsteczki DNA, tworząc kompleks presynaptyczny, po czym rozpoznaje homologiczną 

sekwencję w obrębie nieuszkodzonej cząsteczki. Powstanie kompleksu rekombinacyjnego 
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ułatwiają białka pomocnicze będące paralogami RAD51, w tym RAD51B, C, D, XRCC2 i 

XRCC3 [Masson et all., 1998; Wiese et all., 2002].

Gen RAD51 zlokalizowany jest na chromosomie 15 (15q15.1), zajmuje 36,99 kpz 

Rad-51, białko o masie cząsteczkowej 37 kDa składające się z  339 reszt aminokwasowych 

[Shinoshara et all., 1993], odgrywa kluczową rolę w naprawie dwuniciowych pęknięć 

DNA przez HR oraz w rekombinacji DNA w trakcie mitozy i mejozy. Białko to stanowi 

główny komponent kompleksu rekombinacyjnego RAD51/ /RAD52/RPA.

Białko Rad-51 uczestniczy w poszukiwaniu regionów homologii między nićmi, 

tworzeniu kompleksu presynaptycznego (w którego skład wchodzą nici mające ulec 

wymianie oraz białka związane z rekombinacją) oraz trójniciowego kompleksu 

synaptycznego. RAD51 promuje wymianę nici (w kierunku 3’ → 5’ w stosunku do nici 

tworzącej kompleks presynaptyczny), w trakcie której powstaje heterodupleks i pętla D. 

Naprawę na drodze HR uważa się za wolną od błędów i najbardziej aktywną pod 

koniec S/G2 cyklu komórkowego [Et i Takata., 1998]. HR wiąże się że znaczną liczbą 

białek, w tym RAD51, RAD52, RAD54, BRCA1, BRCA2, RAD51 paralogi RAD51b, c, 

d, XRCC2 i XRCC3 oraz kompleks białkowy - MRN [Karran, 2000; Thompson i Schild, 

2001]. Oprócz tych wyżej wymienionych czynników, które są bezpośrednio zaangażowane 

w naprawe, istnieją liczne cząsteczki i białka które działają na zasadzie “czujników” 

uszkodzeń DNA. Są one często zaangażowane w regulacje cyklu komórkowego przez co 

mogą samodzielnie regulować proces naprawy. Do “czujników” tych zaliczamy miedzy 

innymi ATM, ATR i DNA-PKCS [Durocher i Jackson, 2001].

Jednym z najwcześniejszych etapów odpowiedzi komórkowej na uszkodzenie nici 

DNA jest fosforylacja białka ATM (ang. ataxia telean- giectasia mutated). Białko ATM  

przekazuje sygnał o uszkodzeniu, w wyniku którego dochodzi do fosforylacji szeregu 

innych białek, m.in. p53 i Chk2 uczestniczących w regulacji punktów kontrolnych cyklu 

komórkowego G1/S i G2/M. Tworzy  się wówczas kompleks funkcjonalny z białkami 

hMRE11, hRAD50, Rad-51 zwany  MRN [Paull et all., 2005]. Białko MRE11 wykazuje  

aktywność́ egzo- i endoneklazy, przygotowując końce pękniętych nici DNA do 

ponownego połączenia po naprawieniu uszkodzeń [Paull et all., 1998]. Białko RAD51 

wchodzi w skład rodziny białek tzw. kompleksu zachowania stabilności chromosomów i 
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jest elementem składowym kompleksu MRN. Lokalizuje miejsca uszkodzenia przez 

wiązanie z białkiem histonowym γH2AX i przekazaniu sygnału do reszty składowych 

kompleksu MRN [De Jager M et all., 2001]. 

Kompleks MRN, najprawdopodobniej przy  pomocy innych nukleaz, powoduje cięcie 

DNA w celu zapewnienia ssDNA lepkich końców, które później następują wymiany i 

łączenia. Kompleksy  MRN ma właściwości replikacyjne od końca 3’ -5’ ale nigdy 5’ -3’, 

dlatego też, przypuszcza się, iż w proces ten mogą być zaangażowane inne nukleasy. 

Następnie BRCA2, łączy się do DSB poprzez BRCA1, dzięki czemu łączenie białka 

RAD51 do lepkich końców DNA jest znacznie ułatwione. W etap ten zaangażowane są 

także RAD52 i RAD54, które także łączą się do DNA prawdopodobnie za pomocą BLM  i/

lub helikazy WRN. Wiele prac donosi o interakcji białka supresorowego p53 z BRCA1, 

RAD51, BLM i WRN, a także bezpośrednio do DNA. Interakcja ta powiązana jest z 

prawidłową kontrola cyklu komórkowego. W tym momencie są dwie możliwości, aby 

zakończyć HR: (1) albo non-crossing-over, łączenie końców DNA i następnie wypełnienie 

luki, lub (2) przez crossing-over. Nie jest wiadomo, które polimerazy DNA i ligazy 

zaangażowane są w procesie  polimeryzacji i ligacji (Rys. 9).
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Rysunek 9. Schemat naprawy DNA na drodze homologii rekombinacyjnej (na podstawie Valerie K 
i Povirk L.F, 2003).

5. GLEJAK WIELOPOSTACIOWY (łac. Glioblastoma multiform)

5.1. Charakterystyka i występowanie

Glejak wielopostaciowy  (łac. glioblastoma multiforme, GBM) jest  najczęściej 

występującym pierwotnym nowotworem złośliwym mózgu pochodzenia glejowego. 

Histologicznie jest jednym z najbardziej złośliwych guzów mózgu o najwyższym, IV 

stopniu złośliwości, wg Światowej Organizacji Zdrowia. Średni czas przeżycia wynosi 

około 50 tygodni, natomiast tylko w niektórych przypadkach chory przeżywa dłużej niż 

annealing, trimming and ligation. MRE11 has been
implicated in the resection step by virtue of its
remarkable ability to align two DNA ends and digest
one end 30-50, pausing when it encounters a micro-
homology between the exposed 50 overhang and an
existing 50 overhang on the other DNA end. In vitro,
addition of DNA ligase I results in ligation of the
existing 50 overhang to the resected 30 terminus (Paull
and Gellert, 2000). On the other hand, the WRN
helicase/exonuclease is implicated by virtue of its
interaction with and stimulation by KU (Cooper et al.,
2000; Li and Comai, 2001). DNase III, which is the
dominant 30- 50 exonuclease in mammalian cell
extracts, may also play a role, as it can digest 30

overhangs (Hoss et al., 1999; Mazur and Perrino, 1999),
which are relatively resistant to MRE11 and WRN
(Kamath-Loeb et al., 1998; Cooper et al., 2000; Huang
et al., 2000; Li and Comai, 2000). Notably, however, a
number of in vitro and in vivo studies suggest that
microhomology-based SSA, unlike accurate end-joining,
can occur in the absence of KU (Gottlich et al., 1998;
Kabotyanski et al., 1998; Chen S et al., 2001). One
exception is a study examining the repair at a
chromosomally integrated I-SceI site that suggests a
requirement for KU (Liang et al., 1996). Thus, even
within the realm of microhomology-based SSA, there
may be two distinct pathways, only one of which is KU-
dependent. Whether RAD52 or ERCC1/XPF is in-
volved in microhomology-based SSA is not yet known.
Altogether, there appears to be no general agreement on
how SSA events should be classified. Perhaps long-
homology SSA should be considered a branch of HRR,
while microhomology-based SSA, even though it may
share some of the same enzymology, is more akin to
NHEJ.

Mechanism of homologous recombination

In contrast to NHEJ, few details of HRR have been
elucidated. In order for this repair process to take place,
homologous sequences in the form of sister chromatids,
homologous chromosomes or DNA repeats are re-
quired. HRR events can be classified according to
whether or not they result in crossing-over between the
homologous sequences. Generally, HRR is considered
error-free and most active in late S/G2 (Takata et al.,
1998). HRR appears to involve a large number of
proteins, including RAD51, RAD52, RAD54, BRCA1,
BRCA2, the RAD51 paralogs RAD51b, c, d, XRCC2
and XRCC3, and the MRN complex (Karran, 2000;
Thompson and Schild, 2001). In addition to these
factors known to be directly involved in HRR, there
are a number of molecules required for triggering
DNA damage stress responses that act as ‘sensors’
for damage that are also important in cell cycle
regulation and perhaps in the repair process itself.
These sensors include ATM, ATR and DNA-PKcs (for
recent reviews, see Abraham, 2001; Durocher and
Jackson, 2001).

A schematic outline of HRR with its variations is
shown in Figure 4. The first event believed to occur
during HRR is resection of the DNA to yield single-
strand overhangs. Based on analogy to yeast models,
this resection is assumed to be 50-30 and to involve the
MRN complex; if so, other factors must also be involved
as the MRE11 subunit itself has ssDNA endonuclease
and 30-50 exonuclease, but not 50-30 exonuclease
activity (Paull and Gellert, 1998; Trujillo et al., 1998).
This step could be controlled by ATM since NBS1 is
part of the MRN complex and is a direct substrate for
ATM phosphorylation (Lim et al., 2000). The RAD50
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on RPA coated tails

ATM, MRN complex, nucleases

Brca2
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pairing
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Figure 4 Homologous recombination. In the earliest stages of
DSB repair by HRR, ATM senses and perhaps binds to the DSB,
and phosphorylates H2AX, which would then attract BRCA1 and
NBS1, also phosphorylated by ATM. BRCA1 may help serve as an
anchor and coordinator of the repair events that follow. The MRN
complex, most likely with the help of other nucleases, resects the
DNA to provide ssDNA overhangs necessary for DNA pairing and
strand exchange. Since the MRN complex is only known to possess
30-50 but not 50-30 exonuclease activity, other nucleases might be
involved. The 50-30 resection shown in the figure is based on the
yeast HRR model, in which 30 overhangs are essential intermedi-
ates. BRCA2, attracted to the DSB by BRCA1, facilitates the
loading of RAD51 onto RPA-coated DNA overhangs with the
help of RAD51 paralogs that in turn attract RAD52 and RAD54,
perhaps with the help of the BLM and/or WRN helicases. The
tumor suppressor P53, known to interact with BRCA1, RAD51,
BLM andWRN, is also likely found in this DNA–protein complex.
BLM and WRN interact with Holliday junctions. From this point,
there are two possibilities to finish HRR: (1) either by non-
crossing-over in which case the Holliday junctions disengage and
DNA strands pair followed by gap filling, or (2) by a crossing-over
resulting from Holliday junction resolution and gap filling. It is not
known as to which DNA polymerase and ligase are involved in the
polymerization and ligation steps
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2/3 lata [Reis et all., 2001; Walker et all., 1999]. Jego odmiany stanowią około 10–18% 

wszystkich guzów wewnątrzczaszkowych oraz 50–60% nowotworów gleju gwiaździstego.

Glejaki wielopostaciowe mogą powstawać w dowolnym miejscu mózgu, zwykle 

wykazując rozrost w kierunku podkorowym. Są guzami o największym stopniu złośliwości 

i inwazyjności, rosnącymi szybko i naciekającymi sąsiednie struktury (nie wyłączając 

opon). Niejednorodna struktura guza jest spowodowana obecnością licznych ognisk 

martwicy, obrzęku i krwawienia; może wystąpić wodogłowie. Rosnąc obustronnie w 

obrębie ciała modzelowatego, w obrazowaniu guz przypomina kształtem motyla (butterfly 

glioma). W obrazach TK i MR charakteryzuje się niejednorodnym współczynnikiem 

osłabienia -sygnałem związanym z obecnością zmian wstecznych, nieregularnymi 

granicami i rozległą strefą obrzęku; ulega silnemu, niejednorodnemu, zazwyczaj 

brzeżnemu wzmocnieniu kontrastowemu [Walecki, 2007].

Ten typ  wzrostu guza utrudnia całkowitą chirurgiczną resekcję glejaka, stąd częste 

wznowienia guzów. Przerzuty GBM poza ośrodkowy układ nerwowy są bardzo rzadkie i 

obejmują mniej niż 0.5% przypadków [Cokgor et all., 1998].

Rysunek 10. Glejak wielopostaciowy u 42 letniej kobiety operowanej 15 miesięcy wcześniej z 
powodu glejaka lewej okolicy czołowej (na podstawie Walecki J., 2007).
A- guz w lewym płacie czołowym o zróżnicowanym sygnale wskazującym na obecność 
methemoglobiny (przebyte krwawienie) oraz z obszarami rozpadu; obrzęk III, efekty z 
wgłobieniem pod sierp mózgu; 
BC - zdjęcie po podaniu środka kontrastowego silne wzmocnienie kontrastowe litej części guza 
ujawniające hipointensywne obszary rozpadu oraz naciekanie opon.
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Rycina 9A–C. Glejak wielopostaciowy — wznowa (IV). Chora w wieku 42 lat, operowana 15 miesiący wcześniej

z powodu glejaka lewej okolicy czołowej. Od kilki tygodni silne bóle głowy, zaburzenia orientacji i niedowład

prawostronny z afazją; A. MR, sekw. SE, obrazy T1-zależne: guz w lewym płacie czołowym o zróżnicowanym sygna-

le wskazującym na obecność methemoglobiny (przebyte krwawienie) oraz z obszarami rozpadu; obrzęk III, efekty

z wgłobieniem pod sierp mózgu; BC. Po podaniu środka kontrastowego silne wzmocnienie kontrastowe litej części

guza ujawniające hipointensywne obszary rozpadu oraz naciekanie opon

Figure 9A–C. Glioblastoma multiforme (grade 4). Forty two years old woman, with clinical signs of tumors’ recurrence.

MRI, seq. SE, T1: a tumor localized in frontal lobe, in the place of removed tumor (post surgical  cavern)

BA C

Rycina 10A–F. Brodawczak splotu naczyniówkowego (I). Chora w wieku 37 lat, z niedowidzeniem połowiczym

lewostronnym, bólami i zawrotami głowy; A–D. MR, sekw. SE, obrazy T1-, PD- i T2-zależne: guz o zróżnicowanej

budowie, z drobnymi zwapnieniami i ogniskami krwotocznymi, w obrębie trójkąta komorowego prawej komory

bocznej; poszerzenie obwodowego odcinka rogu potylicznego komory bocznej prawej; przesiąkanie płynu do isto-

ty białej płata potylicznego; E–F. Silne wzmocnienie kontrastowe guza

Figure 10A–F. Choroid plexus papilloma. Thirty seven years old woman with a hemianopsia and a headache. MA, seq. SE,

T1, PD reveal a heterogenic tumor localized inside the triangle of right ventricle

BA C

ED F
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Typową cechą tych guzów są duże i liczne ogniska martwicy. Obserwuje się także 

zwyrodnienia tłuszczowe, świeże albo starsze ogniska krwotoków (makroskopowo daje to 

dużą różnorodność obrazów), bardzo często rozszerzający się obwodowo duży  obrzęk 

okołoguzowy. Rozpoznanie glejaka wielopostaciowego wymaga spełnienia kilku 

kryteriów histologicznych: atypii jądrowej, dużej aktywności mitotycznej, proliferacji 

(namnażania się) mikronaczyń i/lub ognisk martwicy. Glejak wielopostaciowy bywa 

niekiedy tak mocno unaczyniony, że przypomina malformację naczyniową lub zawał 

mózgu ze strefą nadmiernego przepływu.

Dotychczas stosowane metody  leczenia glejaków mózgu nie pozwalają na 

wyleczenie lub znaczne przedłużenie czasu przeżycia chorego. Ich najbardziej złośliwa 

postać, jaką jest glejak wielopostaciowy, ogranicza czas przeżycia chorego do kilkunastu 

miesięcy, co uległo niewielkiej zmianie w ciągu ostatnich kilku lat pomimo postępów w 

neurochirurgii, radio- i chemioterapii. Rokowanie w przypadkach złośliwych glejaków jest 

wciąż niepomyślne. Dlatego niezwykle istotne jest poznanie różnych aspektów 

nowotworzenia celem poszukiwania nowych możliwości terapii tych guzów. Postępy 

biologii molekularnej otwierają nowe możliwości leczenia jak i poznanie przyczyn 

występowania tej choroby. 

5.2. Molekularne podstawy rozwoju glejaka wielopostaciowego.

Brak koordynacji takich procesów jak proliferacja, różnicowanie czy śmierć komórki 

może spowodować nowotworzenie. Przeważająca większość nowotworów jest wynikiem 

powstania krytycznego fenotypu zawierającego nagromadzenie mutacji DNA prowadzącej 

do nadmiernej proliferacji komórek, braku starzenia, kontroli nad apoptozą, nadmiernej 

angiogenezy. Takie fenotypy komórkowe prowadza do powstania guza [Del Valle et all., 

2004; Nupponen, 2006]. 

Nowotworowa transformacja komórek glejowych wymaga przekształceń DNA, 

mutacji w onkogenach powodujących reorganizację wielu właściwości komórkowych i 

zmieniających formę ekspresji genów. Zatem geny krytyczne dla fenotypu komórkowego 

mogą być rozpoznane poprzez analizę drogi sygnałowej. Wewnątrzkomórkowy szlak p53 

37.



chroni komórkę przed złośliwą transformacją indukując zahamowanie cyklu 

komórkowego. Przerwanie tej drogi zwiększa niestabilność genetyczną komórki. W 

glejaku wcześnie dochodzi do mutacji p53 [Makino et all., 2006]. W GBM prawie zawsze 

dochodzi do zaburzenia drogi EGFR. Amplifikacje tego genu charakteryzują szczególnie 

pierwotnego GBM. Są spotykane także we wtórnych GBM [Nathoo et all., 2004]. Droga 

sygnałowa Hedgehog jest decydująca dla utrzymania właściwego stanu komórek 

nerwowych a jej zaburzenie prowadzi również  do nowotworzenia. Czynnikami 

zaburzającymi drogę Hedgehog są geny Glil. W GBM obserwowano obecność wielu kopii 

tego genu [Marcotullio et all., 2006]. Stwierdzono również, że zaburzenie 

wewnątrzkomórkowego szlaku kinazy 3 fosfatydyloinozytolu (PI3K) jest niezwykle częste 

w glejakach mózgu, a szczególnie w glejaku wielopostaciowym. Celowana terapia 

hamująca receptory kinaz tyrozynowych (RTK) powodująca hamowanie szlaku 

sygnałowego PI3K może być wykorzystywana w leczeniu tych guzów [Stommel et all., 

2007]. W glejaku złośliwym wykazano także przerwanie szlaku retinoblastoma (Rb), gdzie 

gen retinoblastoma pełni rolę supresorową [Nevins, 2001]. 

Ostatnie prace donoszą o roli wirusa JC w procesie nowotworzenia. W kilku 

niezależnych laboratoriach udowodniono obecność białek wirusowych w tkankach 

nowotworowych, w tym także w guzach glejaka wielopostaciowego. 

Poznanie funkcji wirusa JC, a w szczególności jego onkogennego białka antygenu T, 

w procesie transformacji komórek ludzkich, mogłoby odegrać znaczącą rolę w walce z 

tymi nowotworami. 

38.



IV. MATERIAŁY I METODY

1. METODYKA

1.1. Uzasadnienie wyboru modelu badawczego

W ponad 50% wycinków histopatologicznych tkanek nowotworowych wykryto 

obecność genu wirusa JC kodującego białko antygen T [Del Valle et  all., 2001]. Sugeruje 

to, na potencjalny udział białka wirusowego w rozwoju niektórych nowotworów. Do 

zbadania roli antygenu T w nowotworzeniu wybrano ludzką linie glejaka 

wielopostaciowego - U87-MG gdyż:

- sekwencje genomu wirusa JC zostały wykryte zarówno w zdrowych jak i 

nowotworowych tkankach mózgu [Perez-Liz et all., 2008; Laghi et all., 1999];

- wykazano ekspresję białek wirusowych w komórkach glejaka wielopostaciowego 

[Del Valle et all., 2001; Enam et all., 2002]; 

- udowodniono rolę białka wirusowego antygenu T w procesie onkogenezy w 

modelach zwierzęcych, głównie poprzez deregulację ścieżki przekazywania 

sygnału Wnt, deregulację poziomu β-kateniny, jak również zmian w 

mechanizmach naprawy uszkodzonego DNA [Darbinyan et all., 2007; Gan et all., 

2001];

- praca z komórkami glejaka U87-MG, w warunkach in vitro, jest dużo łatwiejsza 

w porównaniu z innymi liniami nowotworów złośliwych;

- komórki U87-MG bardzo łatwo podlegają transfekcji z plazmidem kodującym 

białko antygenu T;

Komórki ludzkiej linii glejaka wielopostaciowego - U87-MG zostały stabilnie 

transfekowane plazmidem kodującym białko dużego antygenu T, dzięki czemu 

wykazywały  jego stabilną ekspresję. Jako linie kontrolną, użyto ludzką linię glioblastomy 

transfekowaną wektorem pustym, nie wykazującym ekspresji białka wirusowego.

Utworzony model badawczy  pozwala na łatwą kontrolę nad ekspresją białka 

wirusowego, antygenu T. 
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1.2. Uzasadnienie wyboru stężeń doksycykliny i cisplatyny.

W doświadczeniach użyto stężenia doksycykliny równe 1 µg⁄ml, opierając się na 

danych literaturowych [Cunningham et all., 1997]. Stężenie to powoduje aktywację 

systemu pTet-ON i nie wpływa negatywnie na proliferację komórkową. 

Stężenie cisplatyny użytej w doświadczeniach do wywołania podwójnych pęknięć 

DNA i aktywacji białka Rad-51, zostało ustalone na podstawie danych literaturowych 

[Trojanek et all., 2006] i wynosiło 1 µg⁄ml.

✼✼✼✼✼

Prace podzielono na trzy części eksperymentalne: część (1) demonstrująca 

efektywność systemu pTet-ON i efekt ekspresji antygenu T na fizjologię komórek ludzkiej 

linii glejaka wielopostaciowego; część (2) obejmuje aspekty związane z ekspresją białek i 

poziomem mRNA antygenu T, Rad-51 i β-kateniny a także wzajemne ich oddziaływanie, 

oraz część (3) mającą wykazać wpływ współoddziaływania białek antygenu T i β-kateniny 

na uszkodzenie i naprawę podwójnych pęknięć nici DNA.

2. MATERIAŁY

2.1. Linie komórkowe i warunki ich hodowli.

Ludzką linie glejaka wielopostaciowego U87-MG z aktywowanym przez 

doksycyklinę antygenem T,  hodowano w medium Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

(DMEM) (Gibco-BRL, Grand Island, NY, USA) z dodatkiem 10% bydlęcej surowicy 

płodowej, penicyliny (50 U⁄ml) i sterptomycyny (50 ng⁄ml) i dodatkiem 1 µg⁄ml 

doksycykliny, w temperaturze 37°C i atmosferze o 7% zawartości CO2. Odczynniki do 

hodowli komórek, zbuforowany roztwór soli fizjologicznej (PBS) i roztwór trypsyny z 

EDTA pochodziły z firmy Invitrogen (Invitrogen, Grand Island, NY, USA) oraz Sigma 

(Sigma, St Louis, MO, USA). 
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2.2. Plazmidy

W doświadczeniach wykorzystano następujące plazmidy:

- pLEGFP-N1 (Clontech Laboratories Inc, Mountain View, CA, USA) - plazmid 

ekspresyjny białka EGFP (ang. enhance green fluorescent protein), używany do 

kontroli wydajności transfekcji komórek;

- pRL-CMV (Promega, Medison, WI, USA) - plazmid ekspresyjny lucyferazy 

parzydełkowca Renilla renformis, używany do kontroli wydajności transfekcji w 

doświadczeniach z oznaczeniem aktywności lucyferazy;

- pCS2MT4145 (Upstate, Lake Placid, NY, USA) - plazmid kodujący białko        

β-kateninę;

- pcDNA3-JCT  (Promega, Medison, WI, USA) - plazmid kodujący białko 

antygenu T wirusa SV40 (JC);

- pCMV-His6-Rad51 Clontech Laboratories Inc, Mountain View, CA, USA) - 

plazmid kodujący białko Rad-51.

1.3. Przeciwciała i siRNA

W doświadczeniach wykorzystano następujący zestaw przeciwciał i siRNA:

Tabela 2. Zestawienie użytych przeciwciał i siRNA

Antygen Rodzaj 
przeciwciała Producent Zastosowanie

(rozcieńczenie)

GRB2 Monoklonalne 
mysie

Transduction 
Laboratories, Lexinton, 

KY, USA
WB (1:1000)

β-tubulin Poliklonalne 
królicze

Santa Cruz 
Biotechnology, Santa 

Cruz, CA, USA
WB (1:1000)

Rad-51 Monoklonalne 
mysie

Santa Cruz 
Biotechnology, Santa 

Cruz, CA, USA
WB (1:1000)

IF (1:500)

β-katenina Poliklonalne 
królicze

Abcam, Cambridge, 
Wielka Brytania

WB (1:1000)
IF (1:500)
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Antygen Rodzaj 
przeciwciała Producent Zastosowanie

(rozcieńczenie)

SV40 antygen -T Monoklonalne 
mysie

Abcam, Cambridge, 
Wielka Brytania

WB (1:1000)
IF (1:200)

pH2A.X Poliklonalne 
królicze

Santa Cruz 
Biotechnology, Santa 

Cruz, CA, USA
WB (1:1000)

IF (1:500)

c-myc Monoklonalne 
mysie

Abcam, Cambridge, 
Wielka Brytania

WB (1:1000)
IF (1:500)

β-katenina 
siRNA Ludzkie

Santa Cruz 
Biotechnology, Santa 

Cruz, CA, USA
Transfekcja

1µg⁄ml

NT-siRNA Ludzkie
Santa Cruz 

Biotechnology, Santa 
Cruz, CA, USA

Transfekcja
1µg⁄ml

3. PROCEDURY DOŚWIADCZALNE

3.1. Regulacja ekspresji genu antygen T w systemie pTet-ON w ludzkiej linii 

glejaka wielopostaciowego - U87-MG.

Istnieją dwa modele regulacji ekspresji genów przez antybiotyki z grupy  tetracyklin: 

Tet-Off i Tet-On. W prezentowanej pracy wykorzystano system Tet-On. W systemie On do 

sekwencji TetR-VP16 doczepiony został fragment kodujący  cztery  aminokwasy (rTetR), 

co w konsekwencji odwróciło całkowicie funkcję białka tTA zmieniając to białko w 

aktywator rtTA (ang. reverse TA). Przy braku doksycykliny białko to nie może przyłączyć 

się do promotora Tet-ON i nie dochodzi wówczas do ekspresji transgenu. Dopiero dodanie 

antybiotyku zmienia konformacje rtTA, umożliwiając aktywację promotora Tet-On i w 

konsekwencji indukcję ekspresji genu. Typowy system Tet-On przedstawiono na Rysunku 

11. 
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Rysunek 11. Schemat działania systemu ekspresyjnego Tet-ON regulowanego przez doksycyklinę.

Do transfekcji komórek U87-MG użyto gotowego zestawu plazmidów firmy 

Clontech. W zestawie tym znajduja się 4 plazmidy: pTet-ON, pBl-X, pTet-TS, pTK-hyg. 

Wszystkie tranfekcje przeprowadzono metodą nukleoporacji. Użyto 0,5 µg plazmidu pTet-

On oraz 5 µg plazmidu pTet-TS. W plazmidzie pTet-On pod kontrolą pełnego promotora 

CMV znajduje się gen białka rtTA, które pod nieobecność doksycykliny nie jest w stanie 

wiązać się z  operatorem Tet-ON i aktywować transkrypcji genu wprowadzonego w 

plazmidzie p-Bl-antygen T.

Tyrosinase Promoter rtTA pA

rtTA

rtTA rtTA

+ DOX - DOX

pTet - Op II pTet - Op II

ON OFF

ekspresja antygenu T BRAK ekspresji antygenu T
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3.2. Barwienie histochemiczne wycinków tkanek mózgowych

Preparaty histologiczne z mikronowymi skrawkami parafinowymi nowotworów 

mózgu i zdrowej tkanki mózgu poddane zostały w pierwszym kroku deparafinacji i 

uwodnienia, która obejmowała kolejno 15 minutową inkubację w 60 °C w celu 

zmiękczenia parafiny oraz 10 minutowe inkubacje kolejno w: ksylenie, 100% alkoholu 

etylowym, 95% alkoholu etylowym, 70% alkoholu etylowym, wodzie destylowanej. 

Następnie preparaty poddano obróbce w celu uwidocznienia antygenu. W tym celu 

inkubowano je w roztworze 0.01M Citrate/TBST o pH=6, w temperaturze 95 °C przez 

okres 40 minut i płukano w wodzie destylowanej. Następnie preparaty inkubowano w 

roztworze metanolu z 3% H2O2 przez 20 minut, co umożliwiło zablokowanie endogennej 

aktywności peroksydazowej. Tak przygotowane preparaty blokowano w roztworze 5% 

surowicy koziej w PBS / 0.1% BSA przez 2 godziny w temperaturze pokojowej, a 

następnie przez 16 godzin w roztworze PBS/0.1%BSA zawierającym przeciwciała I-

rzędowe (anty-SV40-antygen T, Abcam, Cambridge, Wielka Brytania, rozcieńczenie 

1:200). Następnie preparaty dokładnie płukano w PBS i dodano roztwór z II- rzędowym 

biotynylowanym przeciwciałem (rozcieńczenie 1:500) na 1 godzinę w temperaturze 

pokojowej, następnie dodano kompleks awidyna-biotyna-peroksydaza (Victor 

Laboratories, USA). Ostatecznie reakcja uwidaczniana była za pomocą DAB 

(diaminobenzidine substrate, Sigma, USA), po której skrawki barwione były 

hematoksyliną i pokrywane szkiełkami nakrywkowymi.

3.3. Oznaczenie stężenia białka

Stężenie białka w ekstraktach z komórek oznaczano kolorymetrycznie metodą 

Bradforda [Bradford, 1976]. Używano komercyjnie dostępnego roztworu Bradforda 

(Biorad, Hercules, CA, USA). Stężenie białka w próbkach określono w oparciu o krzywą 

wzorcową, którą sporządzano mierząc absorbancję roztworów BSA (0,125 µg/µl; 0,25 µg/

µl; 0,5 µg/µl; 0,75 µg/µl; 1,0 µg/µl, 2,0 µg/µl).
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3.4. Oznaczanie ekspresji białek metodą Western Blot

Ekstrakty do badania ekspresji białek metodą Western Blot  sporządzano przez lizę 

komórek w buforze lizującym (50 mM  HEPES, pH 7,5; 150 mM NaCl; 1,5 mM MgCl2;         

1 mM EGTA; 10% glicerol; 1% Triton X-100; inhibitory proteaz, 10µM  fluorek 

fenylometylosulfonylu; 10µM ortowanadanu sodu) na lodzie przez 20 minut. Następnie 

próbki wirowano w temperaturze 4°C, 6000 obr/min, 5 min. Nadsącz zebrano do nowych 

probówek i przechowywano zamrożone w 20 °C.

Rozdział elektroforetyczny białek (50 µg) przeprowadzano w żelu poliakrylamidowym 

gradientowym (4 – 15%, precast ready gels, Biorad, Hercules, CA,USA) lub jednorodnym 

(10 %) w warunkach denaturujących (SDS-PAGE) [Laemmli, 1970]. Przed umieszczeniem 

w żelu, próbki zawieszano w buforze (250 mM  Tris-HCl, pH 6,8; 1 % SDS, 10 % glicerol; 

0,025 % błękit bromofenolowy, β-merkaptoetanol) i denaturowano w temperaturze 95 °C 

przez 10 minut. Na każdy żel nakładano również  marker mas cząsteczkowych białek 

(Biorad, Hercules, CA, USA). Białka były następnie przenoszone na membranę 

nitrocelulozową (Biorad, Hercules, CA, USA) metodą elektrotransferu [Glass et all., 1981; 

Towbin et  all., 1979]. Po skończonym transferze jego wydajność sprawdzano poprzez 

barwienie membrany w roztworze Ponceau S, a niespecyficzne miejsca wiązania białek 

blokowano inkubując membranę w 5 % roztworze odtłuszczonego mleka lub BSA w 

pokojowej temperaturze przez 1 godzinę. Następnie inkubowano membranę w roztworze  

1 % odtłuszczonego mleka lub BSA z dodatkiem przeciwciał I-rzędowych przez okres od 2 

do 16 godzin. Po trzykrotnym płukaniu membrany w buforze PBST (10 mM Tris-HCl, pH 

8,0; 150 mM NaCl; 0,1 % Tween-20), inkubowano ją przez 1 godzinę w roztworze 

przeciwciał II-rzędowych sprzężonych z peroksydazą chrzanową (rozcieńczenie 1:5000). 

Po trzykrotnym płukaniu w PBST, wyniki wizualizowano metodą chemiluminescencyjną 

(ECL Western blotting detection reagents, Amersham Biosciences) lub kolorymetryczną 

(DAB substrate, Roche, Mannheim, Niemcy). Kontrolę równomiernego naładowania 

ścieżek żelu wykonywano dla każdego blotu, używając metody ‘strippingu’ (membranę po 

wykonaniu detekcji inkubowano przez 30 minut w buforze: 0,6 M Tris-HCl, pH 6,7 z 

dodatkiem SDS (10 % wag./obj.) i 1 % β-merkaptoetanolu, w temperaturze 50 °C, 

45.



następnie płukano dwukrotnie w buforze PBST, blokowano w roztworze 5 % mleka 

odtłuszczonego), i wykorzystując przeciwciała I-rzędowe anty-GRB2. 

3.5. Oznaczenie współoddziaływania między białkami 

(immunoprecypitacja)

Metoda immunoprecypitacji stosowana jest między innymi do badania 

współoddziaływania białek między sobą przy  pomocy specyficznych dla nich przeciwciał.    

80 µg ekstraktów białkowych otrzymanych z lizy komórek U87-MG, inkubowano przez          

1 godzinę w temperatura 4 °C z przeciwciałem anty-SV40 antygen T, anty p-H2A.X, anty-

Rad-51, anty-β-katenina lub serum (użyte jako kontrole negatywną) w buforze PBS 

zawierającym 0,25% SDS, 0,25 % Triton X-100 oraz mieszaninę inhibitorów proteaz 

Complete (Roche, USA). Następnie dodawano proteinę A-agarozę (Sigma, USA) 

zawieszoną w buforze PBS i delikatnie mieszano przez 16 godzin w temperaturze 4°C. Po 

tym czasie komórki wirowano i zawieszano w buforze (250 mM  Tris-HCl, pH 6,8; 1 % 

SDS, 10 % glicerol; 0,025 % błękit bromofenolowy, β-merkaptoetanol) i denaturowano w 

temperaturze 95 °C przez 10 minut i nałożono na 10% żel akryloamidowy. Na każdy żel 

nakładano również  marker mas cząsteczkowych białek (Biorad, Hercules, CA, USA). 

Białka były następnie przenoszone na membranę nitrocelulozową (Biorad,  Hercules, CA, 

USA) metodą elektrotransferu. Po skończonym transferze jego wydajność sprawdzano 

poprzez barwienie membrany  w roztworze Ponceau S, a niespecyficzne miejsca wiązania 

białek blokowano inkubując membranę w 5 % roztworze odtłuszczonego mleka lub BSA 

w pokojowej temperaturze przez 1 godzinę. Następnie inkubowano membranę w 

roztworze 1 % odtłuszczonego mleka lub BSA z dodatkiem przeciwciał I-rzędowych przez 

okres od 2 do 16 godzin. Po trzykrotnym płukaniu membrany w buforze PBST, 

inkubowano ją przez 1 godzinę w roztworze przeciwciał II-rzędowych sprzężonych z 

peroksydazą chrzanową (rozcieńczenie 1:5000). Po trzykrotnym płukaniu w PBST, wyniki 

wizualizowano metodą chemiluminescencyjną.
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3.6. Oznaczenie poziomu mRNA metodą Nothern blot

Próbki RNA (10-20 µg) uzupełniono do objętości 10 µl wodą traktowano DEPC i 

dodano 2 µl barwnika do nanoszenia na żel (100% glycerol, 500 mM  EDTA pH 8,0; 

0,025% błękit bromofenolowy; 0,025% cyjanoksylen). Mieszaninę ogrzano przez 5 min w 

temp 65°C i następnie, po krótkim wirowaniu (10 s, 12000 obr./min) próbki naniesiono w 

całości na denaturujący żel agarozowy, który przygotowano w następujący sposób: w 80 

ml buforu 10 × MOPS (41.8 g MOPS, 3M NaoAc, 0.5M EDTA i woda traktowana DEPC) 

rozpuszczono 0,8 g agarozy. Następnie schłodzono do ok. 65°C i dodano 2 ml 37% 

formaldehydu i po wylaniu do saneczek pozostawiono do zakrzepnięcia. Po naniesieniu 

próbek na żel elektroforezę prowadzono przy napięciu 100V do momentu, aż dolny 

barwnik (cyjanoksylen) osiągnął odległość 2 cm od końca długości żelu. Rozdzielone 

próbki RNA przeniesiono na błonę nitrocelulozową Hybond - N (Amersham Pharmacia 

Biotech) metodą transferu kapilarnego w obecności 10× SSC (1,5 M NaCl, 150 mM 

cytrynian sodu). Transfer prowadzono przez noc. RNA wiąże się do błony przez 

naświetlanie światłem UV w aparacie Crosslinker (UVC 500 Hoefer) przy zastosowaniu 

energii 210 µJ/cm2. Jako matryce do znakowania sond wykorzystano produkty PCR 

oczyszczone z żelu agarozowego przy użyciu zestawu QIAquick Gel Extraction Kit 

(Qiagen). Sondy znakowano radioaktywnie stosując [a-32P]-dATP (3000 Ci · mmol-1) 

według protokołu dołączonego do zestawu do znakowania HexaLabel™ DNA Labeling 

Kit (Fermentas). Do znakowania brano 5 ng oczyszczonego produktu PCR. Wyznakowaną 

sondę oczyszczano od niewłączonych nukleotydów na kolumnie ze złożem Sephadex G-50 

i denaturowano (100°C, 10 min). Następnie utrwalone błony nitrocelulozowe poddano 

prehybrydyzacji w buforze PerfectHyb™ Plus (Sigma) przez 1-2 godz . Następnie do 

roztworu prehybrydyzacyjnego dodano zdenaturowaną sondę. Hybrydyzację 

przeprowadzono przez noc w temperaturze 65°C. Po tym czasie roztwór hybrydyzacyjny 

zlewano, a błonę przepłukno roztworami do płukania I (0,1% SDS, 2 × SSC) i II (0,1% 

SDS, 0,2 × SSC) odpowiednio przez 10 i 15 minut. Ekspozycję błony prowadzić w kasecie 

fosforowej na filmie Kodak BioMax (Sigma - Aldrich, Corp.) przez 1 – 20 dni.
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3.7. Immunofluorescencyjna detekcja białek

Komórki U87-MG inkubowane z doksycykliną wysiewano w komórach LabTek 

Chambers (Nalge Nunc International, Dania) i po 24 h hodowli utrwalano w 4% roztworze 

formaldehydu w PBS, z 0,02 % Tritonem X-100 przez 20 minut w temperaturze 

pokojowej. Komórki płukano trzykrotnie PBS, i inkubowano przez 1 godzinę w 

temperaturze 37 °C w roztworze 1 % BSA w PBS z 0,02 % Tritonem X-100 blokującym 

niespecyficzne miejsca wiązania przeciwciał. Następnie roztwór blokujący zmieniano na 

roztwór przeciwciał I-rzędowych (anty-Rad 51, anty-β-katenina lub anty-antygen T) i 

inkubowano przez 16 godzin w temp. 4°C. Po 4 -krotnym płukaniu PBS szkiełka 

powtórnie blokowano w roztworze BSA (j.w.) przez 10 minut. Potem szkiełka barwiono w 

roztworze przeciwciał II-rzędowych sprzężonych z barwnikami fluorescencyjnymi 

(rozcieńczenie 1: 1000) przez godzinę w temp. 37 °C. Po końcowym płukaniu w PBS, 

szkiełka powtórnie utrwalano w roztworze formaldehydu (j.w.). Preparaty zamykano 

używając medium zawierające chlorowodorek 4,6-diamino-2’-fenyloindolu (DAPI) i 

przeciwdziałające blaknięciu (Vectashield mounting medium, Vector, Burlingame, CA, 

USA). Preparaty obserwowano i fotografowano pod mikroskopem fluorescencyjnym 

(Nikon Eclipse TE-300) wyposażonym w kamerę CCD (RGB-MS-C, CRI Inc., Boston, 

MA, USA). 

W doświadczeniach gdzie badano współoddziaływanie i lokalizację białek, komórki 

poddano podwójnemu barwieniu immunofluorescencyjnemu. Po ostatnim płukaniu po 

inkubacji z  przeciwciałem II-rzędowym ponownie blokowano miejsca niespecyficzne w 

roztworze 1 % BSA w PBS z 0,02 % Tritonem X-100 i przeprowadzono podobna 

procedurę jak opisano powyżej. Preparaty obserwowano i fotografowano pod 

mikroskopem fluorescencyjnym, szukając miejsc współoddziaływania (Nikon Eclipse 

TE300) wyposażonym w kamerę CCD (RGB-MS-C, CRI Inc., Boston, MA, USA). 

3.8. Oznaczanie kinetyki wzrostu komórek

Kinetykę wzrostu wyznaczano dla komórek wysianych na płytkach 24 – dołkowych 

(5000 komórek/dołek) inkubowanych z doksycyklina lub cysplatyna (1 µg⁄ml) przez 16 
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godzin. Następnie komórki zbierano poprzez trypsynizację i liczono łącznie z komórkami, 

ewentualnie pływającymi w medium hodowlanym. Przed liczeniem w komorze Burkera 

komórki barwiono 0,2 % roztworem błekitu trypanu.

3.9. Analiza cyklu komórkowego metodą cytometrii przepływowej

Dystrybucję komórek w poszczególnych fazach cyklu komórkowego oceniano na 

podstawie pomiarów zawartości wyznakowanego fluorescencyjnie DNA w populacji 

komórek. W celu przygotowania próbek do analizy w cytometrze przepływowym, komórki 

indukowane z doksycyklina, a także inkubowano z cisplatyna. Następnie komórki zbierano 

z szalek hodowlanych, płukano w PBS i utrwalano w 85 % etanolu trzymając na lodzie 

przez 30 minut. Następnie komórki wirowano (1600 obr/min. przez 5 minut), a osad 

zawieszano w roztworze do analizy (760 µM  cytrynian sodu, pH 7,0 z dodatkiem jodku 

propidyny (10 µg/ml) i RNAzy A (10 µg⁄ml)). Analizę wykonywano przy użyciu cytometru 

przepływowego DAKO Cytomation CyAN LX w Flow Cytometry Facility, The Wistar 

Institute, Philadelphia, PA, USA.

3.10. Transfekcja komórek

Wektory plazmidowe, zarówno dla transfekcji przejściowych (Rad-51 i β-katenina) 

jak i stabilnych (antygen T), wprowadzano do komórek stosując metodę elektroporacji 

(Cell line nucleofector kit R, Amaxa, Gaithersburg, MD, USA). Cząsteczki interferującego 

RNA (small interfering RNA, siGenome SMARTpool, Dharmacon, La Fayette, CO, USA) 

używane do blokowania ekspresji genów β-kateniny, wprowadzano do komórek przy 

użyciu odczynnika lipofilnego Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Grand Island, NY, USA). 

Transfekcję przeprowadzano w pożywce Opti-MEM (Invitrogen, Grand Island, NY, USA).
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3.11. Pomiary aktywności transkrypcyjnej promotorów metodą opartą na 

lucyferazie

Do oznaczania aktywności lucyferazy  używano zestawu Dual-Luciferase Reporter 

Assay (Promega, Madison, WI, USA). Komórki U87-MG poddawano transfekcji 

plazmidem zawierającym gen lucyferazy świetlika pod kontrolą sekwencji PPRE (0,5 µg/

3x106 kom.), fragmentu promotora c-myc (1 µg/3x106 kom), TCF-4 c-Fos (0.5 µg/3x106 

kom), JCVearly (1 µg/3x106 kom), JCVlate (1 µg/3x106 kom) łącznie z plazmidem 

ekspresyjnym lucyferazy Renilla (0,025 µg/3x106 kom.), służącym do kontroli wydajności 

transfekcji. Zmieniano medium hodowlane po 6 godzinach i hodowano przez następne      

24 h. Po tym czasie komórki poddawano lizie, zbierano do próbówek, zamrażano i 

rozmrażano, po czym mierzono stężenie białka. Do reakcji wykorzystywano 20 µl lizatu z 

komórek. Pomiarów aktywności lucyferazy świetlika i Renilla dokonywano w czytniku 

luminescencji (Femtomaster FB12, Zylux Corporation), a wyniki wyrażano jako zmianę 

aktywności lucyferazy świetlika w komórkach po stymulacji względem nietraktowanej 

kontroli, po przeliczeniu na zawartość białka i aktywność lucyferazy Renilla w próbkach.

3.12. Oznaczanie tworzenia kolonii

Zdolność komórek do tworzenia kolonii oznaczono wysiewając komórki U87-MG 

na sześcio-dołkową płytkę (1000 komórek /35mm dołek) i hodowaniu przez okres 14 dni 

w pożywce z 10% surowicą, oraz w pożywce z 10 % surowicą i doksycyklina. Po upływie 

dwóch tygodni komórki utrwalano roztworem Commasie stain przez 20 minut, płukano 

wodą i liczono utworzone kolonie .

3.13. Opracowanie wyników i analiza statystyczna

Eksperymenty  wykonywane były w 3-6 powtórzeniach. Spośród wyników 

jakościowych (Western blot, zdjęcia żeli, zdjęcia mikroskopowe) wybrano i przedstawiono 

te reprezentatywne. Wyniki ilościowe, przedstawiono na wykresach lub w tabelach i 

wyrażono jako średnią arytmetyczną z błędem oznaczającymi odchylenie standardowe lub 
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błąd standardowy. W podpisach pod wykresami podano z ilu eksperymentów pochodzi 

przedstawiony wynik i liczebność próby w pojedynczym eksperymencie. Istotność 

statystyczną różnic między  grupami sprawdzano testem t-Studenta lub jednokierunkową 

analizą wariancji, na poziomie istotności 0,05.
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V. WYNIKI

1. BADANIE OBECNOŚCI BIAŁEK WIRUSOWYCH W TKANKACH 

NOWOTWOROWYCH

1.1. Ekspresja białka wirusowego antygenu T w tkankach nowotworowych 

mózgu

W celu określenia obecności białka wirusa JC, antygenu T, w tkankach 

nowotworowych przeprowadzono barwienie immunohistochemiczne wykorzystując 

preparaty tkanek nowotworowych gwiaździaka rozproszonego (ang. astrocytoma), glejaka 

anaplastycznego (ang. anaplastic astrocytoma), glejaka wielopostaciowego (ang. 

glioblastoma multiform) oraz tkankę prawidłowego mózgu. Na Rysunku 11 przedstawiono 

zdjęcia reprezentujące wyniki barwienia immunohistochemicznego z wykorzystaniem 

przeciwciała rozpoznającego białko antygenu T. Analizując preparaty histologiczne guzów 

mózgu stwierdzono ekspresję białka wirusowego w 52% badanych tkanek guza 

astrocytomy (Rys.11A), 50% tkanek guza glejaka anaplastycznego (Rys. 11B) i w ponad 

72% tkanek guza glejaka wielopostaciowego (Rys. 11C). Analizując tkanki zdrowego 

mózgu nie znaleziono żadnych komórek, które wykazywałyby pozytywną ekspresje białka 

wirusowego T (Rys. 11D). 
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Rysunek. 11. Immunohistochemiczna analiza ekspresji białka wirusowego antygenu T  w tkankach 
nowotworowych. A - gwiaździak rozproszony, B - glejak anaplastyczny, C - glejak 
wielopostaciowy, D - tkanka zdrowego mózgu.

2. L U D Z K A L I N I A G L E J A K A W I E L O P O S TA C I O W E G O Z 

INDUKOWANYM PRZEZ DOKSYCYKLINĘ ANTYGENEM T 

2.1. Efektywność działania systemu pTet-ON 

Ludzka linia glejaka wielopostaciowego, U87-MG z indukowanym antygenem T 

utworzona była w celu lepszej kontroli nad ekspresją dużego białka wirusowego, antygenu 

T oraz braku “kontaminacji” innymi białkami wirusowymi (kapsydu lub agnoproteiny). 

Komórki nowotworowe były stabilnie transfekowane plazmidem kodującym białko 

antygenu T i dodatkowo wyznakowanym zielonym białkiem flluorescencyjnym (GFP), w 

wyniku czego, komórki z pozytywną ekspresją białka wirusowego, wykazywały zieloną 

fluorescencję. 
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Detection of T-antigen in human cancer tissue arrays. Immunohistochemistry for the JCV
early protein T-antigen performed in different human tissue arrays shows robust expression
in the nuclei of neoplastic cells from astrocytic tumors, including low-grade diffuse
astrocytomas (Panel A), anaplastic gliomas (Panel B), and GBMs (Panel C). In contrast, no
expression of T-antigen was found in any cell type from normal brain cylinders present in
the same array (Panel D). T-Antigen expression is robust in neoplastic epithelial cells from
colon adenocarcinomas (Panel E), while is undetectable in the normal colon (Panel F). T-
Antigen expression was also found in the nuclei of malignant epithelial cells from lung
carcinomas (Panel G), breast lobular carcinomas (Panel I), and serous adenocarcinomas
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W celu sprawdzenia prawidłowo funkcjonującego systemu pTet-On, komórki 

wysiano na płytki hodowlane i podzielono na dwie grupy eksperymentalne. Jedną z nich 

inkubowano z doksycykliną o stężeniu 1 µg⁄ml przez 16 godzin. Grupę drugą hodowano w 

warunkach normalnych, bez doksycykliny. Po upływie czasu inkubacji, sprawdzono 

fluorescencje pod mikroskopem fluorescencyjnym. Wyniki zaprezentowane na Rysunku 

12, wyraźnie przedstawiają różnice pomiędzy dwoma grupami eksperymentalnymi. Na 

zdjęciu 12A obserwowano wyraźną, stabilną, zlokalizowaną w jądrze komórkowym 

zieloną fluorescencje, co świadczy o ekspresji białka wirusowego, antygenu T. Na zdjęciu 

12B zaprezentowano komórki hodowane w normalnych warunkach. W hodowli kontrolnej 

nie obserwowano fluorescencji. Wyniki prezentują stu procentową efektywność systemu 

pTet-ON.

Aby potwierdzić zaobserwowane wyniki, z podobnie hodowanych komórek 

przygotowano ekstrakty proteinowe, w celu określenia poziomu ekspresji białka antygenu 

T. Następnie, przeprowadzono analizę Western blot ekstraktów ludzkiej linii glejaka 

wielopostaciowego, U87-MG. Rysunek 12.2 przedstawia wyniki otrzymane po rozdziale 

elektroforetycznym. Ekstrakty proteinowe zostały nałożone na żel w następującym 

porządku: linia pierwsza zawiera ekstrakt białkowy uzyskany z komórek nieindukowanych 

doksycykliną (brak antygenu T), na linii drugiej znajduje się ekstrakt otrzymany z 

komórek U87-MG z ekspresją antygenu T, tj. indukowanych doksycykliną. Przestawione 

wyniki wyraźnie pokazują obecność białka wirusowego w linii indukowanej oraz brak 

antygenu T w liniach komórkowych hodowanych bez antybiotyku. 

Poziomu ekspresji białek na drodze Western blot i intensywność fluorescencji pod 

mikroskopem, sprawdzana była przed każdym eksperymentem w prezentowanej 

rozprawie. Miało to na celu upewnienia się, że nie ma żadnych przecieków w systemie 

pTet-ON, a także białko antygenu T wykazuje ekspresję na właściwym poziomie. 

Zaobserwowano, że liczba pasaży i czas hodowli nie wpływa na intensywność ekspresji 

białka wirusowego, antygenu T w komórkach U87-MG. Świadczy  to o 100% efektywności 

systemu indukcji białka wykorzystując zasadę pTet-On. 
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Rysunek 12. Ludzka linia glejaka wielopostaciowego U87-MG z indukowanym przez 
doksycyklinę antygenem T.
1- Zdjęcie mikroskopowe ekspresji białka antygenu T w komórkach U87-MG, inkubowanych (A) i 
nie inkubowanych (B) z doksycykliną; 
2 - Ekspresja białka wirusa JC, dużego antygenu T, w ekstraktach białkowych z linii komórkowej 
U87-MG, indukowanej doksycyklina (linia 2) w porównaniu z ekstraktem linii hodowanej w 
warunkach kontrolnych (1). 

2.2. Sprawdzenie aktywności transkrypcyjnej regionu późnego i wczesnego 

wirusa JC

W genomie wirusa JC wyróżnić można trzy regiony, jednak na szczególną uwagę 

zasługuje region wczesny, który  zawiera małe i duże białko antygenu T. Białka te biorą 

udział m.in. w stymulacji komórek gospodarza do replikacji DNA wirusowego. 

Dlatego też, kolejnym krokiem eksperymentalnym było sprawdzenia aktywności            

transkrypcyjnej regionów wczesnych i późnych. 

W tym celu komórki ludzkiej linii glejaka wielopostaciowego z indukowanym 

antygenem T zostały poddane procedurze opisanej w rozdziale procedury 

eksperymentalne. Rysunek 13 przedstawia wzrost ekspresji genu lucyferazy pod kontrolą 

promotora zawierającego sekwencje promotora późnego (JCVlate) i wczesnego (JCV 

early) wirusa JC, mierzony  jako wzrost aktywności luciferazy. Obserwowano prawie 

dwukrotny wzrost aktywności transkrypcyjnej promotora późnego (JCV late) i ponad 8-

krotny wzrost promotora wczesnego (JCV early) w komórkach wykazujących ekspresję 

antygenu T, w porównaniu z grupą kontrolną (Rys. 13.).
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Rysunek 13. Aktywność transkrypcyjna regionu wczesnego (JCV early) i późnego (JCV late)  
wirusa JC w ludzkiej linii glejaka wielopostaciowego z indukowanym antygenem T (+DOX) lub 
linią kontrolna (- DOX). Słupki: średnia + SE, n=3, *p<0.05. 

2.3. Efekt dużego białka wirusowego, antygenu T, na fizjologię  komórek 

nowotworowych na przykładzie ludzkiej linii glejaka - U87-MG (-⁄+ DOX)

Z danych literaturowych wiadomo iż, aktywne duże białko antygenu T ma różnego 

rodzaju wpływ na fizjologię komórek [White et all., 2005; Safak et all., 2004; Khalili et 

all., 2005]. W zależności od rodzaju komórek obserwowano przyspieszenie proliferacji czy 

inhibicję apoptozy. Efekty te mogą być związane z wpływem antygenu na zahamowanie 

białek związanych z kontrolą cyklu komórkowego czy deregulacją głównych ścieżek 

sygnałowych. Aby sprawdzić czy  owa zależność występuje także w linii U87-MG z 

indukowanym antygenem T, przeprowadzono doświadczenia w których, sprawdzono 

wpływ antygenu T na zdolności proliferacyjne, zdolność do tworzenia kolonii i 

dystrybucję w poszczególnych fazach cyklu komórkowego.

2.3.1. Efekt antygenu T na zdolność proliferacyjną komórek U87-MG 

W celu sprawdzenia efektu antygenu T na zdolność proliferacyjną komórek U87-MG 

z indukowanym antygenem T, komórki wysiano na płytki i hodowano w temperaturze 
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37˚C i atmosferze o 7% zawartości CO2 i w obecności bądź braku doksycykliny, przez 16 

godzin. Po upływie czasu inkubacji zrobiono zdjęcia pod mikroskopem w kontraście faz. 

Rezultaty przedstawiono na Rysunku 14.1.

Antygen T aktywuje komórki do proliferacji  co wyraźnie przedstawia zdjęcie 14.1B. 

Po 16 godzinach inkubacji z doksycykliną obserwowano znacznie większą liczbę komórek 

niż w hodowli kontrolnej (Rys. 14.1A). Obserwowano, iż komórki wykazujące ekspresję 

antygenu T rosły w koloniach, warstwowo, jedna na drugiej, co jest jedną z cech 

świadczącą o złośliwości nowotworu. Aby upewnić się w otrzymanych wynikach komórki 

hodowano w obecności doksycykliny lub jej braku przez 96h. Następnie w odstępach 

czasowych 0, 24, 72 i 96 godzin komórki trypsynizowano i liczono.

Rysunek 14. Efekt ekspresji antygenu T na proliferację komórek U87-MG (-/+ DOX).
1- Zdjęcia w kontraście faz; A-komórek ludzkiej linii glejaka hodowanej bez doksycykliny i nie 
wykazującej ekspresji antygenu T, B - komórki hodowane z antybiotykiem i wykazującym 
ekspresje antygenu T.
2 - Wykres przedstawiający kinetykę wzrostu komórek U87-MG z ekspresją lub brakiem antygenu 
T w odstępach czasowych 24, 72 i 96 godzin. Słupki : średnia + SD, n=4, *p<0.05,
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Otrzymane wyniki (średnia z 4 powtórzeń) przedstawiono na rysunku 14.2. Czarne słupki 

przedstawiają liczbę komórek hodowanych w pożywce z dodatkiem 1 µg⁄ml doksycykliny. 

Słupki szare reprezentują liczbę komórek hodowanych w warunkach kontrolnych. Już  po 

upływie 24 h przyrost liczby komórek względem liczby komórek wysianych (T0) w 

warunkach kontrolnych (DMEM 10% FBS) jest wyraźnie niższy niż  w przypadku 

komórek wykazujących ekspresje antygenu T. Po 96 godzinach przyrost liczby komórek 

U87-MG z aktywnym antygenem T jest  ponad 2-krotnie większy niż  w przypadku 

komórek nie wykazujących ekspresję białka wirusowego (Rys. 14.2).

2.3.2. Efekt antygenu T na zdolność do tworzenia kolonii 

Jednym z parametrów świadczących o stopniu złośliwości komórek nowotworowych 

jest ich zdolność do tworzenia kolonii z pojedynczej komórki. W przedstawionym 

eksperymencie zbadano jak obecność antygenu T wpływa na tworzenie kolonii przez 

komórki ludzkiego glejaka wielopostaciowego U87-MG z indukowanym antygenem T. W 

tym celu przeprowadzono test wzrostu klonalnego komórek, hodowanych w obecności 

doksycykliny  w porównaniu z komórkami nie wykazującymi ekspresji antygenu T (tj. 

hodowanych bez dodatku doksycykliny).

Z zaprezentowanych wyników na rysunku 15 wyraźnie widać, ze liczba kolonii 

utworzonych z pojedynczych komórek wykazujących ekspresję antygenu T, jest 2 razy 

większa od liczby kolonii otrzymanym po hodowli w warunkach kontrolnych. Indukcja 

wzrostu kolonii może być konsekwencją wpływu antygenu na proces wzrostu proliferacji 

komórek. 
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Rysunek 15. Wpływ ekspresji antygenu T na formowanie i wzrost kolonii. 

1 – wykres przedstawia średnią liczbę kolonii z trzech niezależnych eksperymentów. Słupki: 
średnia + SE, n=3; p<0.05
2 - kolonie ludzkiej linii glejaka wielopostaciowego A- grupa kontrolna (nie wykazujące ekspresji 
antygenu T); B- komórki inkubowane z doksycyklina (wykazujące ekspresje antygenu T). 

2.3.3. Antygen T powoduje oporność na działanie chemiostatyku - 

cisplatyny 

Interesujące wyniki otrzymano porównując wpływ cisplatyny na zdolność 

proliferacyjną komórek U87-MG z aktywowanym antygenem T. Cisplatyna jest jednym z 

najpopularniejszych chemioterapeutyków fazowo-niespecyficznym, swoistym dla cyklu 

komórkowego. Jego działanie polega na utworzeniu krzyżowych wiązań między 

sąsiadującymi nićmi DNA oraz w obrębie tej samej nici. Tworzenie tych poprzecznych 

wiązań uniemożliwia replikację DNA i podział komórki. Wywiera też  wpływ na funkcje 

metaboliczne, uruchamiając proces apoptozy komórki. 

W celu sprawdzenia jak obecność antygenu T wpływa na przeżywalność komórek 

U87-MG po inkubacji z chemiostatykiem, komórki hodowano przez 24 h z 1 µg⁄ml 

cispalatyny.
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Rysunek 16. Wpływ cisplatyny na proliferację komórek U87-MG. A –komórki nie wykazujące 
ekspresji antygenu T  i inkubowane z cisplatyną, B – komórki wykazujące ekspresję antygenu T  i 
inkubowane z cisplatyną.

Jak widać na zaprezentowanych zdjęciach (Rys. 16), komórki bez ekspresji antygenu 

T i hodowane z cisplatyną (A) wykazują niezdrowy, zaokrąglony, apoptotyczny kształt. 

Natomiast, komórki z ekspresją dużego białka wirusowego i inkubowane z mutagenem 

(cisplatyną), wykazują zdrowy kształt a także normalną zdolność proliferacyjną. 

Doświadczenie to przedstawia bardzo interesujące wyniki, świadczące o ochronnym 

wpływie antygenu T na komórki glejaka wielopostaciowego.

2.4. Wpływ antygenu T na dystrybucję faz cyklu komórkowego 

Następnym krokiem doświadczalnym była analiza dystrybucji faz cyklu 

komórkowego komórek U87-MG (-/+ DOX), a także traktowanych cisplatyną. Analizując 

otrzymane wyniki (Tabela 3.), obserwujemy iż, obecność dużego białka wirusowego w 

komórkach wywołuje wzrost udziału komórek w fazie S (2-krotny) i w fazie G2/M  w 

porównaniu do komórek które nie wykazywały ekspresji antygenu T. Odbywa się to 

kosztem udziału komórek w fazie spoczynku (G0/G1) gdzie liczba komórek jest  nieco 

mniejsza. W wyniku ekspresji antygenu T maleje liczba komórek martwych osiągając 

około 1,8%. Niski poziom komórek w fazie apoptozy lub nekrozy świadczy o wpływie 

antygenu T na białka odpowiedzialne za prawidłową regulację cyklu komórkowego. 

BA

 - DOX
+ cisplatyna

 + DOX
+ cisplatyna
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Natomiast w hodowli gdzie komórki inkubowane były z cisplatyną bez 

doksycykliny, wzrasta frakcja komórek w spoczynku (faza G0/G1) w porównaniu z linią 

komórkową z aktywnym antygenem T, natomiast maleje frakcja komórek w fazie S. 

Proporcja komórek w fazie podziału (G2/M) ulega nieznacznym wahaniom. Na szczególną 

uwagę zasługuje procent liczby komórek martwych (apoptotycznych i nekrotycznych). 

Obserwujemy wyraźny spadek liczby tych komórek w linii U87-MG z indukowanym 

antygenem T i inkubowanym z cisplatyna w porównaniu do grupy kontrolnej (różnica 

5%). Zmniejszenie tempa wzrostu pod wpływem antygenu T i cisplatyny  można tłumaczyć 

działaniem cytostatycznym antygenu T. Może on wpływać na zahamowanie białek 

odpowiedzialnych za regulacje cyklu komórkowego, wynikiem czego może być 

nagromadzenie mutacji w komórce.

Tabela 3. Dystrybucja faz cyklu komórkowego dla komórek U87MG z indukowanym bądź nie 
antygenem T, a także inkubowanych z cisplatyną. G0/G1 – faza G0/G1, S – faza S, G2/M – faza 
G2/M. Wyniki pochodzą z trzech niezależnych eksperymentów.

GO/G1 S G2/M % apoptozy

- antygen T (-DOX) 42.8 10.8 26.5 3.7

+ antygen T (+DOX) 35.3 21.2 33.7 1.8

- antygen T (-DOX)
+ cisplatyna 60 8.9 22 6

+ antygen T (+DOX)
+ cisplatyna 46 13 19 1.6
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3. ZBADANIE WPŁYWU BIAŁKA WIRUSOWEGO NA FUNKCJE 

BIOLOGICZNE BIAŁEK β-KATENINY I RAD-51

3.1. Ekspresji białek i poziomu mRNA Rad 51 i ß-kateniny w linii komórkowej 

U87-MG z indukowanym przez doksycyklinę Ag-T

Jednym z celów pracy było sprawdzenie jak antygen T oddziałuje na ścieżki 

sygnałowe β-kateniny i Rad-51. Dlatego też, kolejnym etapem rozprawy było zbadanie 

ekspresji białek Rad 51 i β-kateniny w komórkach U87-MG z indukowanym przez 

doksycyklinę antygenem T.

W celu określenia poziomu ekspresji białek przeprowadzono analizę Western blot 

ekstraktów proteinowych otrzymanych z komórek U87-MG. Ekstrakty proteinowe 

nałożono na żel w następującej kolejności:

- (1) komórki hodowane w warunkach kontrolnych (nie wykazujące ekspresji 

antygenu T);

- (2) komórki inkubowane 16 h z doksycykliną (wykazujące ekspresję antygenu 

T);

- (3) komórki hodowane w warunkach kontrolnych (nie wykazujące ekspresji 

antygenu T) i transfekowane plazmidem kodującym białko β-kateninę;

- (4) komórki inkubowane 16 h z doksycykliną (wykazujące ekspresję antygenu 

T) i i transfekowane plazmidem kodującym białko β-kateninę; 

- (5) komórki hodowane w warunkach kontrolnych (nie wykazujące ekspresji 

antygenu T) i transfekowane plazmidem kodującym białko Rad-51;

- (6) komórki inkubowane 16 h z doksycykliną (wykazujące ekspresję antygenu 

T) i  transfekowane z plazmidem kodującym białko Rad-51;

- (7) komórki hodowane w warunkach kontrolnych (nie wykazujące ekspresji 

antygenu T) i transfekowane plazmidem kodującym białko Rad-51 i β-

kateninę;

- (8) komórki inkubowane 16 h z doksycykliną (wykazujące ekspresję antygenu 

T) i transfekowane z plazmidem kodującym białko Rad-51 i β-kateninę;
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Komórki U87-MG zostały dodatkowo transfekowane z plazmidami kodującymi białka 

Rad-51 i β-kateninę, gdyż naturalny poziom tych białek w warunkach normalnych jest zbyt 

niski i bardzo słabo wykrywalny. 

Rysunek 17. Ekspresja białek β-kateniny, Rad-51, antygenu T w komórkach U87-MG (Western 
blot). Kontrola równomiernego naładowania ścieżek żelu: detekcja białka GRB2. 

Komórki U87-MG wykazujące ekspresję białek Rad-51 i antygenu T produkowały 

białko β-katenine (Rys. 17, linia 8) na poziomie znacznie wyższym niż w momencie gdy 

białka te występowały pojedynczo (Rys. 17, linia 4,6 lub 7,). Świadczyć to może o 

wpływie białek Rad-51 i antygenu T na ścieżkę sygnałową β-kateniny, stabilizacje i 

akumulację jej w komórkach glejaka.

Zaobserwowano także, iż ekspresja antygenu T wpływa na wzrost produkcji białka 

Rad-51 w komórkach U87-MG. Białko Rad-51 zaangażowane jest w naprawę podwójnych 

pęknięć nici DNA. Wynik ten świadczyć może, o tym, iż antygen T może powodować 

uszkodzenia materiału genetycznego, przez co aktywność białka zaangażowanego w jego 

naprawę wzrasta. Komórki po inkubacji z doksycykliną wykazywały ekspresję białka 

antygenu T na jednakowym poziomie we wszystkich grupach eksperymentalnych. Jako 

kontrolę równomiernego nałożenia ścieżek żelu użyto białka GRB-2.

- + - + - +-+antygen T:
-+- +- ++-β-katenina:
+- -- +++Rad-51: -

Rad-51

β-katenina

antygen T

Grb2

1. 3.2. 4. 5. 6. 7. 8.
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Wobec niewielkiej ilości informacji dostępnych w literaturze na temat poziomu 

mRNA Rad-51 i β-kateniny w komórkach glejaka wielopostaciowego, następnym etapem 

pracy było zbadanie ekspresji mRNA w linii U87-MG z indukowanym antygenem T. 

W celu określenia poziomu ekspresji przeprowadzono analizę Nothern blot. Próbki 

nałożono na żel w następującej kolejności:

- (1) komórki hodowane w warunkach kontrolnych (nie wykazujące ekspresji 

antygenu T);

- (2) komórki inkubowane 16 h z doksycykliną (wykazujące ekspresję antygenu 

T);

- (3) komórki hodowane w warunkach kontrolnych (nie wykazujące ekspresji 

antygenu T) i transfekowane plazmidem kodującym białko Rad-51;

- (4) komórki inkubowane 16 h z doksycykliną (wykazujące ekspresję antygenu 

T) i transfekowane plazmidem kodującym białko Rad-51;

- (5) komórki hodowane w warunkach kontrolnych (nie wykazujące ekspresji 

antygenu T) i transfekowane plazmidem kodującym białko β-kateninę;

- (6) komórki inkubowane 16 h z doksycykliną (wykazujące ekspresję antygenu 

T) i  transfekowane z plazmidem kodującym białko β-kateninę;

- (7) komórki hodowane w warunkach kontrolnych (nie wykazujące ekspresji 

antygenu T) i transfekowane plazmidem kodującym białko Rad-51 i β-

kateninę;

- (8) komórki inkubowane 16 h z doksycykliną (wykazujące ekspresję antygenu 

T) i  transfekowane z plazmidem kodującym białko Rad-51 i β-katenin;
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Rysunek 18. Poziom mRNA β-kateniny, Rad-51 i antygenu T  w linii U87-MG z indukowanym 
antygenem T (Nothern blot). Kontrola równomiernego naładowania ścieżek żelu: detekcja 28S i 
18S mRNA.

Zaobserwowano, iż  ekspresja antygenu T i białka Rad-51 powoduje wzrost poziom 

ekspresji mRNA β-kateniny (Rys. 18, linia 6). Wynik ten potwierdza wcześniejsze 

obserwacje, gdzie zanotowano wyższą ekspresję białka β-kateniny  w wyniku obecności 

antygenu T i białka Rad-51. Nie zaobserwowano znaczącej różnicy w poziomie mRNA 

Rad-51 zależnej od obecności antygenu T czy β-kateniny (Rys. 18, linie 5-8).

3.2. Zdolności do fizycznej interakcji pomiędzy białkiem Rad-51 i β-kateniny a 

białkiem wirusowym, antygenem T

Wiele danych literaturowych donosi o współoddziaływaniu dużego białka antygenu 

T z białkami β-kateniną [Gan i Khalili, 2004] oraz białkiem Rad-51 [Trojanek et all., 

2002]. Dowiedziono, iż  białko wirusowe może wpływać na deregulację tych ścieżek 

sygnałowych a nieprawidłowe funkcjonowanie owych dróg sygnału może odgrywać 

ważna rolę w nowotworzeniu i transformacji komórkowej. Wyciągając także wnioski z 

poprzedniego rozdziału pracy, gdzie zaobserwowano biologiczne interakcje pomiędzy 
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białkami Rad-51, antygenem T i β-kateniną, postanowiono sprawdzić fizyczną interakcję 

pomiędzy tymi proteinami.

3.2.1. Współoddziaływania pomiędzy antygenem T i białkiem Rad-51

W pierwszej kolejności sprawdzono fizyczną interakcję pomiędzy antygenem T i 

białkiem Rad-51, na drodze immunoprecypitacji. W tym celu uzyskane ekstrakty 

proteinowe inkubowano z przeciwciałem anty-SV40 antygen T, następnie rozdzielono je 

elektroforetycznie i uzyskaną po transferze membranę inkubowano z przeciwciałem I 

rzędowym przeciwko Rad-51. 

Komórki inkubowane były z doksycyklina przez co wykazywały ekspresję antygenu 

T. Komórki z linii 1,3,5 na rysunku 19A, dodatkowo transfekowane były z plazmidem 

kodującym białko Rad-51, natomiast komórki z linii 1,4,5 transfekowane były z 

plazmidem kodującym białko β-kateninę. 

W komórkach U78-MG obserwowano wyraźną, fizyczną interakcję pomiędzy 

białkiem Rad-51 i antygenem T. Znacznie mocniejszy sygnał ekspresji obserwowany był w 

komórkach gdzie oba plazmidy  były obecne. Obserwowano także nieco mocniejszy  sygnał 

w komórkach które wykazywały obecność wszystkich trzech białek (Rys. 19A, linia 5).

Ekspresję obu białek (antygenu T i Rad-51) w komórkach ludzkiej linii glejaka 

wielopostaciowego U87-MG z indukowanym antygenem T potwierdzono barwieniem 

immunofluorescencyjnym (Rys. 19B). Na zdjęciach widoczne jest białko antygenu T 

(kolor czerwony) obecne w jądrze i białko Rad-51 (kolor zielony) obecne w cytoplazmie, a 

także w dużym stopniu w jądrze komórkowym. Po nałożeniu obu zdjęć na siebie widoczna 

jest koeksprasja obu białek w jądrze komórki.
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Rysunek 19. Współoddziaływanie białek Rad-51 i antygenu T  w komórkach U87-MG z 
indukowanym przez doksycyklinę antygenem T. A - Interakcja pomiędzy białkami Rad51 i 
antygenem T na drodze immunoprecypitacji, B - barwienie immunofluorescencyjne komórek U87-
MG, antygen T - kolor czerwony, Rad-51 - kolor zielony; merge - dwa zdjęcia nałożone na siebie.

Kontrolę równomiernego naładowania ścieżek żelu wykonano, używając metody 

‘strippingu’ i wykorzystując przeciwciało I-rzędowe przeciwko SV40-antygen T. 

Obserwowano, iż wszystkie ekstrakty  komórkowe wykazywały  stałą ekspresję antygenu T 

(Rys. 20).

67.



Rysunek 20. Immunoprecypitacja ekstraktów białkowych z komórek U87MG inkubowanych z 
przeciwciałem przeciwko SV40-antygen T.

3.2.2. Współoddziaływania pomiędzy antygenem T i białkiem β-kateniną. 

Następnym etapem było sprawdzenie fizycznej interakcji pomiędzy antygenem T i 

białkiem β-kateniną, na drodze immunoprecypitacji. W tym celu uzyskane ekstrakty 

proteinowe inkubowano z przeciwciałem przeciwko SV40-antygen T, następnie 

rozdzielono je elektroforetycznie i uzyskaną po transferze membranę inkubowano z 

przeciwciałem anty β-katenina. 

Wszystkie komórki inkubowane były z doksycykliną przez co wykazywały ekspresje 

antygenu T. Komórki z linii 1,3,5 na rysunku 21A, dodatkowo transfekowane były 

plazmidem kodującym białko Rad-51, natomiast komórki z linii 1,4,5 transfekowane były 

plazmidem kodującym białko β-kateninę. 

W komórkach U87-MG obserwowano wyraźną, fizyczną interakcję pomiędzy 

białkiem β-kateniną i antygenem T. Znacznie mocniejszy sygnał ekspresji obserwowany 

był w komórkach gdzie oba plazmidy były obecne. Obserwowano także nieco mocniejszy 

sygnał w komórkach, które wykazywały obecność wszystkich trzech białek (Rys. 21A, 

linia 5).
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Ekspresję obu białek (antygenu T i β-kateniny) w komórkach ludzkiej linii glejaka 

wielopostaciowego U87-MG z indukowanym przez doksycyklinę antygenem T 

potwierdzono barwieniem immunofluorescencyjnym (Rys. 21B). Na zdjęciach widoczne 

jest białko antygen T (kolor czerwony) obecne w jądrze i białko β-katenina (kolor zielony) 

obecne głównie w cytoplazmie i w niewielkim stopniu w jądrze komórek. Po nałożeniu 

obu zdjęć na siebie widoczne jest wspólne występowanie obu białek w jądrze 

komórkowym (kolor pomarańczowy).

Rysunek 21A. Koekspresja białek β-kateniny i antygenu T w komórkach U87-MG z indukowanym 
przez doksycyklinę antygenem T. A - immunoprecypitacja ekstraktów białkowych z komórek U87-
MG przeciwko β-kateninie;
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Rysunek 21B. Koekspresja białek β-kateniny i antygenu T  w komórkach U87-MG z indukowanym 
przez doksycyklinę antygenem T.  B - barwienie immunofluorescencyjne antygen T - kolor 
czerwony, Rad-51 - kolor zielony. merge - dwa zdjęcia nałożone na siebie

Podobnie jak w poprzednim eksperymencie przeprowadzono kontrolę 

równomiernego naładowania ścieżek żelu, używając metody ‘strippingu’ i wykorzystując 

przeciwciało I-rzędowe anty-SV40-antygenT. Wszystkie ekstrakty komórkowe 

wykazywały  stałą ekspresję antygenu T (nie zamieszczono zdjęć, gdyż były one 

identyczne jak zamieszczone na Rys. 20). Jako dodatkową kontrolę wykonano 

immunoprecypitację tych samym ekstraktów białkowych z normalnym serum i następnie 

wykonano Western blot  z przeciwciałem przeciwko SV40-antygen T. Wyniki nie wykazały 

żadnych niespecyficznych wiązań.

3.3. Aktywność transkrypcyjna promotorów c-myc i  TCF-4 w komórkach 

U87-MG z indukowanym przez doksycyklinę antygenem T.

Wiele prac donosi o tym, iż antygen T może stabilizować β-kateninę przez co 

następuje nagromadzenie jej w jądrze komórkowym i zablokowanie czynników       

transkrypcyjnych, które odpowiedzialne są za kontrolowanie prawidłowo funkcjonującego 

cyklu komórkowego. W tym celu kolejnym krokiem w pracy było sprawdzenie aktywności 

transkrypcyjnej promotorów TCF-4 i c-myc.

B.

Antygen - T β-katenina merge
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3.3.1. Aktywność transkrypcyjna promotora TCF-4 w komórkach glejaka 

- U87-MG

Aktywność promotora TCF-4 odgrywa kluczową rolę w kontroli nad prawidłowo 

funkcjonującym cyklem komórkowym. Odpowiedzialny jest za proliferacje i 

zablokowanie cyklu w chwili zagrożenia. Jest on silnie związany ze ścieżką sygnałową 

Wnt. Gdy β-katenina przetransportowana jest do jądra komórkowego tam łączy  się m.in. z 

takimi czynnikami transkrypcyjnym jak TCF-4, który ma potencjał stymulowania genów 

kontrolujących cykl komórkowy, jakimi są c-myc czy  cyklina D1. Dlatego też, ważnym 

etapem w pracy było sprawdzenie czy białko wirusowe, antygen T, wpływa na aktywność 

promotora TCF-4 w komórkach U87-MG. Rysunek 23 przedstawia wzrost ekspresji genu 

lucyferazy  pod kontrolą promotora zawierającego sekwencje TCF-4, mierzony jako wzrost 

aktywności lucyferazy.

Rysunek 23. Aktywność transkrypcyjna promotora TCF-4 w komórkach U87-MG. Aktywność 
względem lucyferazy wyrażona jest  jako krotność indukcji względem kontroli. Słupki: średnia + 
SE, 3 eksperymenty, istotność statystyczna różnic: * p<0.05.
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Komórki U87-MG z indukowanym przez doksycyklinę antygenem T zostały także 

transfekowane plazmidem kodującym białka Rad-51 i β-kateninę aby sprawdzić czy ich 

współoddziaływanie z antygenem T wpływa na aktywność promotora. 

Obserwowano różnice statystyczne pomiędzy  grupami kontrolnymi (komórki bez 

ekspresji antygenu T), a grupami komórek gdzie antygen T został zaktywowany (Rys. 23). 

Wskazuje, to iż antygen T wywołuje wzrost aktywności transkrypcyjnej promotora TCF-4 

w komórkach U87-MG z indukowanym antygenem T. Komórki transfekowane plazmidem 

kodującym Rad-51 powoduje nieznaczne wzmocnienie aktywności promotora. W 

komórkach wykazujących ekspresję jednocześnie białka Rad-51 i β-kateniny 

obserwowano ponad 2-krotny wzrost aktywności lucyferazy. Jako negatywną kontrolę 

użyto zmutowanego promotora Top Flash - TCF-4, który nie wykazywał aktywności 

transkrypcyjnej. Jak widać na przedstawionym wykresie (Rys. 23), zmutowany promotor 

nie wpływa na jego aktywność co świadczy o specyficznym działaniu TCF-4 c-Fos (Top 

flash).

3.3.2. Aktywność transkrypcyjna promotora c-myc w komórkach U87-MG 

z indukowanym przez doksycyklinę antygenem T

C-myc, podobnie jak TCF-4, odgrywa bardzo ważną rolę w regulacji cyklu 

komórkowego. Zablokowanie jego funkcji może wiązać się z występowanie choroby 

nowotworowej. Kolejnym krokiem było sprawdzenie jak antygen T wpływa na aktywność 

promotora c-myc. Komórki U87-MG były transfekowane plazmidem kodującym β-

kateninę i Rad-51 w celu sprawdzenia jak interakcja pomiędzy tymi białkami a antygenem 

T wpływa na aktywację promotora c-myc.
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Rysunek 24. Aktywność transkrypcyjna promotora c-myc w komórkach U87-MG z indukowanym 
przez doksycyklinę antygenem T. Słupki: średnia + SE, 3 eksperymenty, istotność statystyczna 
różnic: * p<0.05

Rysunek 24 przedstawia wzrost ekspresji genu lucyferazy pod kontrolą promotora 

zawierającego sekwencje c-myc, mierzony jako wzrost aktywności lucyferazy. Obecność 

samego antygenu T wpływa na wzrost aktywność promotora w porównaniu z grupą 

kontrolną (obserwowano 4-krotny wzrost aktywności). Komórki wykazujące ekspresję 

białka wirusowego i β-kateniny wykazywały ponad 8-krotny wzrost aktywności promotora 

c-myc. Gdy komórki glejaka wykazywały obecność wszystkich trzech białek aktywność 

promotora była 4-krotnie większa niż w grupie kontrolnej.

4. BIAŁKO WIRUSOWE ANTYGEN T STABILIZUJE mRNA                    

β-KATENINY W JĄDRZE

Za pomocą techniki interferencji RNA, przy użyciu syntetycznych siRNA, można 

wywołać znaczące zahamowanie ekspresji określonego genu. Zbadano zatem czy stosując 
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siRNA skierowane przeciw mRNA dla β-kateniny, można skutecznie obniżyć ekspresję       

β-kateniny zarówno na poziomie mRNA jak i białka. 

Komórki U87-MG z indukowanym przez doksycyklinę antygenem T transfekowano 

1 µg siRNA β-katenina lub siNT stosując 4 µl Lipofectamine 2000. Procedurę tą 

powtórzono 2-krotnie w 24 godzinnych odstępach czasowych, w celu maksymalnego 

wyciszenia genu β-kateniny. Następnym krokiem było przygotowanie ekstraktów 

białkowych i rozdzielenie ich elektroforetycznie używając metody Western blot. 

Otrzymane próbki nałożono na żel w następującej kolejności: 

- (1) komórki hodowane w warunkach kontrolnych i transfekowane siRNA 

β-katenina;

- (2) komórki hodowane z doksycykliną i transfekowane siRNA β-katenina;

- (3) komórki hodowane w warunkach kontrolnych i transfekowane 

NT siRNA (negatywna kontrola),

- (4) komórki hodowane z doksycykliną i transfekowane NT siRNA

(negatywna kontrola);

W wyniku zastosowania siRNA uzyskano 100% wyciszenie ekspresji genu               

β-kateniny na poziomie białka (Rys. 25). Obecność antygenu T nie wpływa na stopień 

wygaszenia genu β-kateniny. NT siRNA użyto jako kontrolę negatywną.

Rysunek 25. Wpływ siRNA β-kateniny na ekspresję białka w komórkach U87-MG z 
indukowanym przez doksycyklinę antygenem T. Kontrola równomiernego naładowania ścieżek 
żelu: detekcja białka GRB2. 
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Po upewnieniu się, iż technika interferencji RNA działa na bardzo wysokim 

poziomie w komórkach U87-MG, następnym krokiem było wyizolowanie mRNA z 

podobnie przygotowanych komórek i sprawdzenie poziomu mRNA β-kateniny metodą 

Nothern blot. 

W wyniku zastosowania siRNA uzyskano obniżenie ekspresji β-kateniny  na 

poziomie mRNA (Rys. 26A). Obecność antygenu T nie zmieniała poziomu ekspresji 

mRNA β-kateniny. Następnie zaktywowano podwójne pęknięcia nici DNA poprzez 

inkubację komórek U87-MG z 1 µg⁄ml cisplatyny, transfekowano z siRNA i wyizolowano 

mRNA. Podobnie jak uprzednio poziom mRNA β-kateniny sprawdzono używając metody 

Nothern blot. W wyniku aktywacji podwójnych pęknięć nici DNA i ekspresji białka 

wirusowego, antygenu T, mimo zahamowania ekspresji mRNA β-kateniny obserwowano 

silną stabilizację głównego białka ścieżki sygnałowej Wnt- β-kateniny (Rys. 26B, linia 4). 

Rysunek 26A. Wpływ siRNA β-kateniny na poziom mRNA w komórkach U87-MG z 
indukowanym antygenem T. Kontrola równomiernego naładowania ścieżek żelu: detekcja białka 
28S i 18S.
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Rysunek 26B. Wpływ zahamowania ekspresji β-kateniny i aktywacji białka Rad-51 na poziom 
mRNA w komórkach U87-MG z indukowanym antygenem T. Kontrola równomiernego 
naładowania ścieżek żelu: detekcja 28S i 18S. 

Aby potwierdzić stabilizację β-kateniny przez antygen T i Rad-51 przeprowadzono 

podwójne, barwienie immunofluorescencyjne komórek U87-MG z indukowanym 

antygenem T, używając I rzędowych przeciwciał przeciwko Rad-51 i β-kateninie. 

Aktywność białka Rad-51 zaktywowano inkubując komórki z cisplatyną (1 µg⁄ml przez 6 

godzin). Wyniki zaprezentowano na Rysunek 27. Zdjęcia wyraźnie przedstawiają silną, 

nuklearna lokalizację białka Rad-51 w komórkach wykazujących ekspresję antygenu T 

(zdjęcie B). Bardzo ciekawe wyniki otrzymano po immunoflourescencji z  przeciwciałem 

przeciwko β-kateninie. Lokalizacja białka w komórkach gdzie zaktywowane są tylko 

podwójne pęknięcia DNA była głównie cytoplazmatyczna (zdjęcie C), natomiast gdy 

komórki wykazywały obecność białka wirusowego, lokalizacja ta została 

przetransportowana do jądra komórkowego (zdjęcie D). 
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Rysunek 27. Barwienie immunofluorescencyjne komórek U87-MG z indukowanym antygenem T 
przez doksycyklinę i białkiem Rad-51 przez cisplatynę. Kolor zielony - Rad-51, kolor czerwony -    
β-katenina.

5. WPŁYW ANTYGENU T NA NAPRAWĘ PODWÓJNYCH PĘKNIĘĆ  NICI 

DNA.

W poprzednich rozdziałach pokazano, że rezultatem aktywacji białka wirusowego 

antygenu T są zmiany cech komórek U87-MG mogące rzutować na ich potencjał do 

procesów nowotworzenia. Udowodniono także, iż  zmiany  te wywołane są przez modulację 

ekspresji białek i szlaków przekazywania sygnału. Nadmierny, nieograniczony  wzrost jak 

również nagromadzenie β-kateniny w jądrze komórkowym może być konsekwencją 

upośledzenia procesów naprawy uszkodzonego DNA. Sprawdzono zatem, czy aktywacja 

antygenu T wpływa na zdolność naprawy podwójnych pęknięć nici DNA, przez białko 

Rad-51, na drodze rekombinacji homologicznej w komórkach U87-MG.
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5.1. Upośledzenie naprawy podwójnych pęknięć nici  DNA przez białko 

antygenu T na drodze HR 

Naprawa podwójnych pęknięć nici DNA na drodze rekombinacji homologicznej jest 

jednym z najskuteczniejszych procesów naprawy uszkodzonego DNA. W proces ten 

zaangażowane są liczne białka i kompleksy białkowe ale jak się okazuje najważniejszą 

rolę odgrywa białko Rad-51, które jest  jednym z białek inicjujących proces naprawy. Aby 

przekonać się czy  aktywacja antygenu T w komórkach U87-MG wpływa na proces 

naprawy, sprawdzono stopień kolokalizacji białka Rad-51 i pH2A.X na drodze 

pośredniego barwienia immunofluorescencyjnego.

Rysunek 28. Podwójne barwienie immunofluorescencyjne komórek U87-MG z indukowanym 
antygenem T. Zdjęcia spod mikroskopu konfokalnego: kolor zielony - Rad-51; kolor czerwony - 
pH2A.X; kolor niebieski - jądro komórkowe, DAPI. 

W komórkach U87-MG aktywowano antygen T poprzez inkubacje przez 16 godz. z 

doksycykliną, podwójne pęknięcia aktywowano poprzez inkubacje z chemiostatykiem - 

cisplatyną. Po upływie 6 godzin inkubacji z cisplatyną komórki poddano podwójnemu 

barwieniu immunofluorescencyjnemu używając I rzędowych przeciwciał przeciwko 

Rad-51 i pH2A.X. Wyraźnie widać na przestawionych zdjęciach (Rys. 28), iż antygen T 

powoduje wzrost aktywności białka Rad-51 i jego interakcji z białkiem pH2A.X, 

odpowiedzialnym za naprawę nici DNA na drodze rekombinacji homologicznej.

Następnym krokiem było sprawdzenie czy  współoddziaływanie pomiędzy                

β-kateniną i białkiem wirusowym a także stabilizacja mRNA β-kateniny  przez antygen T 

ma wpływ na naprawę nici DNA przez białko Rad-51. W tym celu komórki przygotowano 

- +DOX:

Rad-51(zielony)
pH2A.X (czerwony)

jądro DAPI (niebieski) 
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w podobny sposób jak opisano powyżej. Dodatkowo komórki U87-MG zostały 

transfekowane plazmidem kodującym β-kateninę i poddane podwójnemu barwieniu 

immunofluorescencyjnemu. Otrzymane zdjęcia spod mikroskopu konfokalnego zostały 

przygotowane odpowiednio w programie Photoshop i została policzona liczba koekspresji 

(foci) pomiędzy białkiem Rad-51 i pH2A.X.

Tabela 4. Procent aktywnych białek Rad-51 (linia pierwsza) i procent  miejsc w których białka 
Rad-51 i pH2A.X wykazują koekspresję (linia druga). Wyniki pochodzą z trzech niezależnych 
eksperymentów

antygen T
β-katenina 

-
-

+
-

-
+

+
+

Rad-51 
% kolokalizacji z pH2A.X

14%
32%

32%
51%

46%
75%

55%
100%

Otrzymano bardzo interesujące wyniki, które pokazują, iż  ekspresja antygenu T i      

β-kateniny znacznie zwiększa aktywność białka Rad-51. Obserwowano 100% 

kolokalizacji białek Rad-51 i pH2A.X co świadczy o występowaniu licznych uszkodzeń 

nici DNA w tych komórkach.

Ostatnie doświadczenie zostało zaplanowane w celu udowodnienia, że podczas 

procesu naprawy podwójnych pęknięć DNA białka Rad-51 i pH2A.X współoddziałują ze 

sobą. W tym celu przygotowano ekstrakty proteinowe i na drodze immunoprecypitacji 

sprawdzono czy białka te wykazują fizyczną interakcję.
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Rysunek 30. Immunoprecypitacja pomiędzy białkami Rad-51 i pH2A.X w komórkach U87-MG.

Ekstrakty proteinowe z komórek U87-MG inkubowano z przeciwciałem anty 

pH2A.X i następnie rozdzielono elektroforetycznie. Otrzymaną membranę inkubowano z 

przeciwciałem I rzędowym przeciwko Rad-51. Otrzymane wyniki, prezentują wyraźną, 

fizyczną interakcję pomiędzy badanymi proteinami (Rys. 30, linia 3).

+ - +

- + +

Rad-51:

anty - pH2A.X:

Rad-51

1. 2. 3.

           IP : pH2A.X
Western :  Rad-51
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VI. DYSKUSJA

Od lat 60-dziesiątych, kiedy to Richardson udowodnił związek pomiędzy wirusem 

JC i PML zainteresowanie patogenem wzrosło. Badania donoszą, o związku pomiędzy 

JCV i licznymi chorobami nowotworowymi, m.in. wieloogniskową astrocytomą [Sima et 

all., 1983], anaplastyczną astrocytomą, meduloblastomą, glejakiem wielopostaciowym 

[Del Valle et all, 2002a, 2002b], a także licznymi nowotworami układu pokarmowego 

[Laghi et all., 1999; Enam et all., 2002; Hori et  all., 2005; Lin et all., 2008; Nosho et all., 

2009]. 

O tym, iż  wirus JC bierze pośredni / bezpośredni udział w procesie nowotworzenia 

pokazują liczne badania przeprowadzone na modelach eksperymentalnych. Zwierzęta 

doświadczalne (chomiki i szczury), które zostały zainfekowane wirusem JC, wykazują 

rozwój szerokiej gamy nowotworów, w tym neuroektodermalnych i guzów glejowych [Zu 

Rhein i Varakis, 1979; London et al., 1983;. Ohsumi et al., 1985]. Ponadto, u kilka linii 

myszy transgenicznych wykazujących ekspresję antygenu T, również  zaobserwowano 

rozwój nowotworów pierwotnych neuroektodermalnych, guzów glejowych i przysadki.  

Aby udowodnić onkogenną funkcję wirusa JC należy zbadać dokładne molekularne 

mechanizmy nowotworzenia. Wiele prac donosi o tym, iż  białko wirusowe, antygen T 

pełni główną rolę w transformowaniu komórek, głównie poprzez zdolność do interakcji z 

białkami supresorowymi w tym NF2, pRB a także p53 [Tan et all., 1986; Krynska et all., 

1997, 1999; Shollar et  all., 2004]. Świadczyć to może o roli wirusa JC w deregulacji 

procesów odpowiedzialnych za regulację cyklu komórkowego i proliferację. Poza tym 

antygen T ma zdolność do deregulowania kilku szlaków przekazywania sygnału, takich jak 

Wnt/β-kateniny (odpowiedzialne za kontrolę proliferacji komórek) [Gan et al,., 2001. 

Enam et all., 2002; Bhattacharrya et all., 2007], czy ścieżka IGF-IR/IRS-1 [Reiss et all., 

2006]. Lassak i wsp. pokazują, że T-antygen jest w stanie transportować IRS-1 do jądra, i 

tam ingeruje na prawidłową naprawę uszkodzonego DNA, czego efektem jest gromadzenie 

się mutacji [Lassak et all., 2002; Trojanek at all., 2006].  

Mimo tych licznych doniesień, mechanizm jakim wirus JC powoduje transformację 

komórek nie jest dokładnie poznany. Dlatego też  w prezentowanej rozprawie 
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zaproponowano model eksperymentalny, który  pozwoli zrozumieć jedną z dróg procesu 

nowotworzenia w komórkach ludzkich zainfekowanych wirusem JC.

Pierwszym krokiem doświadczalnym w pracy  było potwierdzenie obecności białek 

wirusowych w ludzkich tkankach nowotworowych. W tym celu, tkanki guzów mózgu 

wybarwiono immunocytochemiczne w celu wykrycia antygenu T. Udowodniono, że około 

50% wszystkich badanych tkanek nowotworowych wykazywały obecność białka 

wirusowego (Rys. 11). Istotnym jest również, aby  zwrócić uwagę na to, że wirus JC 

wykazuje 75% homologii z wirusami SV40 i BKV, które należą do tej samej rodziny. 

Przeciwciało stosowane do wykrywania antygenu T wirusa JC może także reagować z 

wirusami SV40 i BKV, dlatego też obserwowane wyniki nie mogą wykluczać ewentualnej 

obecności również tych wirusów w badanych tkankach. Jednak opierając się na wynikach 

amplifikacji genów,  Enam i wsp. a także Del Valle i wsp. wykluczają zależność pomiędzy 

nowotworami mózgu a wirusem SV40 czy BKV [Enam et all., 2002]. A zatem obecny 

antygen T w badanych tkankach nowotworowych jest  najprawdopodobniej produkowany 

przez wirusa JC.

Nie jest to pierwsze doniesienie o obecności białek wirusa JC w ludzkich tkankach 

nowotworowych mózgu. Wyniki te potwierdzają wcześniejsze obserwacje dokonane prze 

Del Valle i wsp. [Del Valle et  all., 2001b]. Naukowcy z Uniwersytetu Temple udowodnili 

obecność białek wirusa JC także w nowotworach pochodzenia nie glejowego. Uzyskane 

wyniki pokazują, że wirus JC występuje także w nowotworach jelita grubego, piersi czy 

płuc [Del Valle et all., 2001b]. Del Valle i wsp. dodatkowo wybarwiali tkanki przeciwko  

pozostałym białkom wirusowym - białkom kapsydu VP-1 i agnoproteinie. Wszystkie 

tkanki, które wykazywały pozytywną ekspresje antygenu T, wykazywały też pozytywną 

reakcję dla agnoproteiny. Żadnej z badanych nowotworów nie wykazywał ekspresji białek 

kapsydu co sugeruje, że w komórkach zmienionych nowotworowo nie dochodzi do 

replikacji wirusa zakończonej pojawieniem się wirionów potomnych. Jako kontrolę 

wykorzystano tkankę zdrowego mózgu i jelita grubego. Podobnie jak w prezentowanej 

rozprawie (Rys. 11D) jak i omawianym artykule, nie zaobserwowano, żadnej pozytywnej 

ekspresji białek wirusowych w komórkach zdrowej tkanki [Del Valle et  all., 2001b; Perez-

Liz et all., 2008]. 
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Wyniki, pokazujące wybiórczą obecność białek wirusowych w tkankach 

nowotworowych mózgu, są pierwszym dowodów na to, iż wirus JC może odgrywać rolę w 

rozwoju chorób nowotworowych u ludzi.

Wpływ dużego białka wirusowego antygenu T, na fizjologię komórek glejaka 

wielopostaciowego U87-MG.

Dostępna literatura donosi o tym, iż głównym białkiem onkogennym wirusa JC jest 

duże białko antygenu T. Dlatego też, w prezentowanej rozprawie skupiono się głównie na 

roli tego białka w procesie nowotworzenia. 

Safak i wsp. pokazali, że antygen T może oddziaływać z innymi białkami 

wirusowymi takimi jak agnoproteina [Khalili et all., 2005 ]. Udowodniono fizyczną 

interakcję pomiędzy tymi białkami wirusowymi jak również, zaprezentowano iż 

współoddziaływanie to, wpływa na aktywację promotorów odpowiedzialnych za regulację 

transkrypcji i replikacji DNA. Udowodniono, iż agnoproteina, która produkowana jest w 

fazie wczesnej cyklu wirusowego  wpływa na funkcje białek wirusowych fazy późnej, 

takich jak antygen T. Dlatego też, linie komórkowe pozyskane z modeli zwierzęcych, 

zainfekowanych wirusem JC nie pozwalają na czystą ocenę funkcji antygenu T. 

Obserwowany efekt może być wynikiem interakcji pomiędzy białkami wirusowymi, a nie 

samego antygenu T [Safak et all., 2001]. 

Z tego względu, w prezentowanej rozprawie zaproponowano nowy model in vitro, 

który pozwala ocenić wpływ antygenu T na zdolność transformowania komórek 

nowotworowych. W tym celu stworzono ludzką linię glejaka wielopostaciowego z 

indukowanym przez doksycyklinę antygenem T (U87-MG −⁄+ DOX). Komórki U87-MG 

stabilnie transfekowano antygenem T i inkubując z doksycykliną (stosując system       

pTet-ON), bardzo efektywnie indukowano ekspresję antygenu T. Jak wspomniano w 

rozdziale poświęconym procedurom eksperymentalnym, w plazmid cmv-antygen T był 

dodatkowo wklonowany fragment kodujący zielone białko GFP, co w wyniku ekspresji 

antygenu T wywoływało zieloną fluorescencję komórek (Rys. 12.1A). Zaobserwowano 

także, iż w przypadku ekspresji białka wirusowego w komórkach wzrasta aktywność 
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lucyferazy, której gen znajdował się pod kontrolą promotora wczesnego wirusa JC, co 

potwierdza obecność białek wirusowych w komórkach nowotworowych (Rys. 14). 

Po pierwszej serii eksperymentów, która pozwoliła upewnić się, iż system indukcji 

działa na bardzo wysokim poziomie, przystąpiono do analizy wpływu dużego białka 

wirusowego antygenu T, na fizjologię komórek glejaka wielopostaciowego (U87-MG).

Wszystkie komórki nowotworowe cechują się zdolnością do niekontrolowanych, 

nadmiernych podziałów na skutek albo autokrynnej regulacji wzrostu, albo ignorowania 

systemów odpowiedzialnych za kontrolę prawidłowo namnożonych komórek lub braku 

właściwej regulacji proliferacji. Poza tym komórki nowotworowe nie zachowują 

kontaktowego dystansu pomiędzy sobą, są inwazyjne, mogą pozyskać zdolności do 

nieograniczonego przeżywania oraz wzrostu (jest to związane głównie z nieobecnością 

reakcji na czynniki, które wywołują apoptozę). Komórki nowotworowe zatracają zdolność 

wypełniania charakterystycznych dla siebie funkcji, co spowodowane jest nadmierną 

proliferacją i mutacjami DNA. Najbardziej inwazyjną cechą komórki nowotworowej jest 

zdolność do tworzenia przerzutów (tzw. metastaza). 

Wszystkie wyżej wymienione cechy komórek nowotworowych zostały udowodnione 

w prezentowanych linii glejaka wielopostaciowego (U87-MG -⁄+ DOX). Zaprezentowano, 

iż antygen T powoduje nieograniczoną zdolność proliferacyjną komórek (Rys. 14), 

zdolność do wzrostu klonalnego (Rys. 15) a także braku kontaktowego zahamowania 

wzrostu (Rys. 14B).

Deregulacja ta jest najprawdopodobniej efektem zablokowania funkcji białek 

odpowiedzialnych za kontrolowanie i regulowanie proliferacji komórek. Jednym z 

najczęściej mutowanych białek w komórkach ludzkich nowotworów jest białko p53, które 

jest białkiem supresorowym transformacji nowotworowej. Jest m.in. odpowiedzialne za 

kontrolowanie prawidłowej proliferacji komórek. Białko supresorowe p53, ze względu na 

swój krótki okres półtrwania jest rzadko wykrywane w wolnej formie. Natomiast mutacja 

genu, bądź interakcja z różnego rodzaju onkoproteinami, także antygenem T [Gordon et 

all., 2000, Krynska et all., 2000], mogą stabilizować i inaktywować białko supresorowe. 

Del Valle i wsp. udowodnili obecność antygenu T i białka p53 w tkankach 
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nowotworowych między innymi glejaka wielopostaciowego [Del Valle et all., 2000], 

natomiast Gordon i wsp. przeprowadzając doświadczenia na antygen T - transgenicznych 

myszach udowodnili fizyczną interakcję pomiędzy  dużym białkiem wirusowym a białkiem 

p53 w komórkach nowotworowych mózgu. Najprawdopodobniej w prezentowanym 

modelu eksperymentalnym antygen T wiąże białko p53, inaktywuje jego działanie, 

efektem czego jest brak kontroli nad proliferacją i nieograniczony, niepohamowany wzrost. 

Wyniki te potwierdzone są także niezaprezentowanymi w pracy wynikami z 

preoteolitycznej analizy  profili białkowych linii U87-MG z indukowanym antygenem T. 

Zaobserwowano ponad 19-krotną nadekspresję białek jądrowych i około jądrowym, m.in. 

białka neuroforminy. Z literatury wiadomo, że neuroformina które może hamować 

działanie białka p53 i p21 [Kurki et all., 2004].

Aby upewnić sie w powyższych przypuszczeniach, sprawdzono jak białko wirusowe 

wpływa na dystrybucję faz cyklu komórkowego. Zaobserwowano, iż aktywacja antygenu 

T w komórkach U87-MG wywołuje zmniejszenie proporcji komórek w fazie G0/G1 

kosztem frakcji w fazie S, co może świadczyć o cytotoksycznym efekcie antygenu T 

(Tabela 3.). Wyniki te potwierdzają nasze wcześniejsze obserwacje dotyczące efektu 

dużego białka wirusowego na wzrost proliferacji komórek glejaka wielopostaciowego.

Ciekawe obserwacje otrzymano inkubując komórki U87-MG z cisplatyną. 

Podawanie tego chemioterapeutyku komórkom, które nie wykazywały  ekspresji antygenu 

T wywoływało zwiększenie frakcji komórek apoptotycznych (6%), natomiast w 

komórkach, które wykazywały ekspresję białka wirusowego, cisplatyna nie wykazywała 

skuteczności działania. Procent komórek apoptotycznych wynosił tylko 1.6%. Za 

mechanizm cytotoksyczności cisplatyny uważana jest jej interkalacja w mały rowek 

podwójnej helisy DNA, co wywołuje zagięcie nici o około 47 stopni i 110 – stopniowe 

rozwinięcie helisy. Jednocześnie cisplatyna reagując z resztami guaniny powoduje 

powstanie wiązań krzyżowych w obrębie jednej nici i pomiędzy  nićmi [Dronkert  i Kanaar, 

2001]. Podczas syntezy  DNA gdy widełki replikacyjne natrafiają na takie połączenia i 

następuje pęknięcie obu nici DNA [Hoeijmakers, 2001; Wang et all., 2005]. Uszkodzenia 

DNA wywołują zaburzenia w cyklu komórkowym, a gdy szybkość ich powstawania w 

komórce jest dużą (na przykład w czasie chemioterapii), tempo naprawy jest 
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niewystarczające i nagromadzenie uszkodzeń wywołuje apoptozę [Dronkert i Kanaar, 

2001]. Zatem na działanie cisplatyny najbardziej wrażliwe są szybko dzielące się komórki 

nowotworowe. Białko wirusowe - antygen T zwiększając frakcję komórek w fazie S, lecz 

nie zabijając ich, chroni komórki glejaka przed cisplatyną. Stosowanie tego leku nie 

powoduje całkowitej eliminacji komórek nowotworowych, nie jest więc wskazane z 

punktu widzenia terapii ale zostały wykorzystany jako czynnik aktywujący  podwójne 

pęknięcia nici DNA.

Efekt antygenu T na ścieżkę przekazywania sygnału Wnt

Wyniki eksperymentalne przedstawione w pierwszej części pracy, pokazały, że 

antygen T zaburza prawidłową funkcję cyklu komórkowego, a także wpływa na wzrost 

proliferacji komórek glejaka wielopostaciowego U87-MG +⁄− DOX. Dostępna literatura 

donosi o onkogennym efekcie antygenu T głównie poprzez zablokowanie prawidłowej 

funkcji białka supresorowego p53 [Del Valle et all., 2000, Krynska et all., 1997], a także 

poprzez wpływ na prawidłową funkcję ścieżek przekazywania sygnałów [Reiss i Khalili 

2003, Gordon et all., 2000, Del Valle et all., 2002d].

Droga przekazywania sygnału Wnt odpowiedzialna jest za prawidłowy wzrost, 

podział a także różnicowanie komórki. Zaburzenia w czasie aktywacji ścieżki Wnt 

obserwowane są m.in. w przypadku chorób nowotworowych. Prace prezentowane przez 

Enam i wsp. a także Gan mówią o roli wirusa JC w rozwoju raka jelita grubego i 

meduloblastomy poprzez wpływ na drogę przekazywania sygnału Wnt. Autorzy 

przedstawiają wyniki, w których białko wirusowe, antygen T, łączy sie z β-kateniną i 

powoduje błędną aktywację drogi przekazywania sygnału Wnt. Dlatego tez kolejnym 

założeniem rozprawy było sprawdzenie jak antygen T wpływa na ścieżkę przekazywania 

sygnału Wnt w komórkach glejaka wielopostaciowego z aktywnym przez doksycyklinę 

antygenem T [Enam et all., Gan et all., 2001].

Aby dokładnie zrozumieć działanie antygenu T na ścieżkę przekazywania sygnału 

Wnt, należy przypomnieć, że β-katenina jest centralnym białkiem tego szlaku. Białka Wnt, 

będące białkami sekrecyjnymi, oprócz wiązania z receptorami Fzd (ang. Frizzled) 

wymagają obecności także innych białek transbłonowych, takich jak LRP5 oraz LRP6 
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należących do rodziny  receptorów LDL (ang. Low-Density Lipoproteid-Receptor Related 

Proteins), które odpowiadają za działania para- lub autokrynne. Po związaniu liganda Wnt 

z Fzd cytoplazmatyczne białko Dvl (Dishevelled) ulega fosforylacji i zostaje 

przetransportowane do błony komórkowej prawdopodobnie przy udziale fosfolipidów i/lub 

białek Fzd. W ten sposób następuje aktywacja Dvl, które po związaniu z kompleksem 

APC-Aksyna hamuje GSK3β oraz kinazy  kazeiny  1α (CK1α). Prowadzi to do 

zablokowania fosforylacji β-kateniny. Fosforylacja β-kateniny na N-końcu przez GSK3b 

oraz CK1a jest konieczna do rozpoznania tego białka przez składnik kompleksu ligazy 

ubikwitynowej E3, która odpowiada za degradację w lizosomach. Natomiast brak 

fosforylacji β-kateniny prowadzi do jej stabilizacji oraz przetransportowania do jądra, 

gdzie tworzy kompleksy z czynnikami transkrypcyjnymi TCF-4, co z kolei prowadzi do 

indukcji ekspresji genów zależnych od Wnt [Gallet et all., 1998; 1999].

W prezentowanej rozprawie doktorskiej zaprezentowano, po raz pierwszy, wzrost 

poziomu ekspresji białka i mRNA β-kateniny  w komórkach glejaka wielopostaciowego 

pod wpływem antygenu T (Rys. 17, Rys. 18). Na drodze immunofluorescencji, jak również 

immunoprecypitacji/Western blot, udowodniono fizyczną interakcję pomiędzy białkiem 

antygenu T i głównym białkiem ścieżki przekazywania sygnału Wnt β-kateniną (Rys. 21 

A, B). Antygen T wchodzi w interakcje z β-kateniną, której ilość w cytozolu, a następnie w 

jądrze zwiększa się w wyniku aktywacji ścieżki Wnt [Enam et all., 2002]. W jądrze β-

katenina wchodzi w interakcję ze swoistymi czynnikami transkrypcyjnymi, stymulując w 

ten sposób wzmocnienia transkrypcji z promotora genu TCF-4 (Rys. 23) a także c-myc 

(Rys. 24), których produkty aktywują cykl komórkowy i proliferację. 

Wyniki te wyraźnie pokazują, że białko wirusowe, antygen T, stabilizuje  β-kateninę, 

powoduje jej akumulacje w komórce, aktywuje czynnik transkrypcyjny TCF-4 i c-myc, co 

z kolei wpływa na wzrost proliferacji komórek nowotworowych. 
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Wpływ antygenu T w naprawie podwójnych pęknięć nici DNA na drodze HR

Zaburzenie mechanizmów kontroli cyklu komórkowego, kontaktowego 

zahamowania wzrostu i prawidłowo funkcjonujących dróg przekazywania sygnału może 

prowadzić do zwiększenia częstości podziałów komórkowych, jak również wzrostu liczby 

błędów powstających podczas podziału. Prowadzi to do gromadzenia zmian w materiale 

genetycznym, i w efekcie dochodzi do nagromadzenia mutacji w komórce, a wraz z nimi 

do niestabilności genetycznej. 

Reiss i wsp. pokazują wpływ antygenu T na ścieżkę sygnałową aktywowaną przez 

substrat dla receptora insulinowego 1 (IRS-1). Po translokacji IRS-1 do jądra, w czym 

uczestniczy antygen T, IRS-1 wiąże białko Rad-51 na miejscu uszkodzonego DNA 

powodując hamowanie jego naprawy na zasadzie rekombinacji homologicznej (HR) [Reiss 

et all., 2006]. Darbinyan i wsp. także udowodnili, iż  antygen T  hamuje bardzo dokładny 

system naprawy podwójnych pęknięć nici DNA, co powodowało akumulację mutacji w 

zainfekowanych komórkach nowotworowych [Darbinyan et all., 2007, Trojanek et all. 

2006]. Zarówno wadliwa naprawa uszkodzonego DNA, czy też defekty w zachowaniu 

telomerów, rozdziału chromosomów, mogą przyczynić się do rozwoju choroby 

nowotworowej [Reiss et all., 2006]. Wiadomo, że duże białko wirusa JC, antygen T, 

posiada zdolność transformacji komórek in vitro, jak również przyczynia się do rozwoju 

nowotworów u zwierząt doświadczalnych. Fakt, iż  może on wpływać na naprawę DNA 

może odgrywać ważną rolę w powstawaniu nowotworów u ludzi.

Dlatego też, kolejnym krokiem eksperymentalny było sprawdzenie jak antygen T, 

wpływa na zdolność naprawy DNA przez komórki glejaka wielopostaciowego. Po 

pierwsze, udowodniono iż antygen T zwiększa ekspresję białka i mRNA Rad-51, 

głównego białka zaangażowanego w naprawę podwójnych nici DNA na drodze 

rekombinacji homologicznej. Otrzymane wyniki analizy fizycznej interakcji pomiędzy 

antygenem T i białkiem Rad-51, na drodze immunoprecypitacji potwierdzono metoda 

immunofluorescencji używając przeciwciał specyficznym dla SV40-antygenu T i białka 

Rad-51 (Rys. 19). Pokazano także, że obecność antygenu T wpływa na akumulację białka 

Rad-51 w jądrze komórki (Rys. 17). Wyniki te świadczą o wpływie antygenu T na wzrost 
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aktywności białka Rad-51, co może być wynikiem zwiększonej liczby uszkodzeń nici 

DNA w komórkach glejaka wielopostaciowego.

W odpowiedzi na powstanie DSB w komórce dochodzi do fosforylacji histonu typu 

H2A, zwanego H2AX, w pozycji Ser139 [Paull et all., 2000] Powstaje wówczas 

fosforylowana postać H2A.X, γH2A.X [Fernandez et all., 2004]. γH2A.X akumuluje się w 

miejscach uszkodzenia DNA, gdzie uruchamia kaskadę czynników naprawczych i 

aktywuje białka biorące udział w naprawie DNA, m.in. białko Rad-51. Ilościowe 

oznaczenie dwuniciowych pęknięć DNA powstałych w komórce odbywa się na drodze 

immunofluorescencji, używając przeciwciał specyficznych dla ufosforyzowanego histonu. 

Metoda ta pozwala na bardzo dokładną identyfikację pojedynczych ognisk 

immunofluorescencji γH2A.X, odpowiadających obecności pojedynczych pęknięć 

podwójnej nici DNA w jądrze komórkowym [Sedelnikova et all., 2002]. 

W prezentowanej pracy, po pierwsze, udowodniono na drodze immunoprecypitacji/

Western blot, że białka Rad-51 i pH2A.X wykazują fizyczną interakcję w jądrze 

komórkowym (Rys. 30). Następnie przystąpiono do oceny roli antygenu T w procesie 

naprawy podwójnych pęknięć nici DNA w komórkach glejaka wielopostaciowego. 

Uzyskane wyniki z immunofluorescencji i analizy  komputerowej uzyskanych zdjęć, 

potwierdzają wcześniejsze doniesie o wpływie antygenu T na naprawę podwójnych 

pęknięć nici DNA w komórkach glejaka. Pokazano, że w komórkach wykazujących 

ekspresję białka wirusowego, liczba podwójnych pęknięć nici DNA wzrasta o 20% w 

porównaniu do komórek kontrolnych (Tabela 4.). Należy pamiętać, ze ekspresja białka 

wirusowego w komórkach, wpływa także na rozkład faz cyklu komórkowego (Tabela 2.). 

Komórki glejaka z aktywnym antygenem T wykazywały wysoki procent komórek w fazie 

G2/M. Zatrzymanie w tej fazie ma na celu opóźnienie wejścia komórki w fazę mitozy w 

odpowiedzi na uszkodzenia nici DNA. Przerwa G2/M daje komórkom czas na naprawę 

powstałych uszkodzeń.

Trudno jest ocenić mechanizm działania wirusa JC w tym systemie. Z jednej strony 

wirus JC może bezpośrednio powodować uszkodzenia nici DNA w wyniku czego 

aktywowane są białka naprawy. Z drugiej jednak strony, możliwe jest, że wirus JC ingeruje 
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na białka naprawcze, błędnie je aktywując. Wynikiem czego jest wadliwa naprawa i w 

efekcie uszkodzenie nici DNA.

White i wsp. którzy transfekowali komórki ludzkie, plazmidem JCV antygen T, 

zaobserwowali silny wzrost transkrypcji promotora genu Rad-51 [White et all., 2006]. 

Indukcja ta była obserwowana w linii komórkowej p-53 null, to jest nie wykazującej 

ekspresji białka supresorowego p-53, które jest represorem dla promotora Rad-51 [Arias-

Lopez et all., 2006]. Znaczy to, że wzrost aktywności promotora był niezależny od białka 

p53. Nadekspresja białka Rad-51 powodowała błędne uruchomienie drogi naprawy 

podwójnych pęknięć nici DNA, efektem czego była niestabilność genomu, uszkodzenie 

chromosomów i aneuploidia [Richardson et all., 2004]. Redukcja naprawy podwójnych 

pęknięć nici DNA na drodze HR w wyniku nadekspresji białka Rad-51, jest 

najprawdopodobniej wynikiem blokowania wymiany nici DNA przez nadmiar białka 

Rad-51 [Kim et all., 2001]. Możliwym jest, że antygen T aktywuje promotor białka Rad-51 

i wzrost jego ilości powoduje niestabilność genetyczną.

Antygen T powoduje wzrost ekspresji białka Rad-51, co może powodować wzrost 

niestabilności genetycznej w komórce. Niestabilność ta, z kolei może przyczyniać się do 

rozwoju choroby nowotworowej, związanej z wirusem JC. 

W prezentowanej pracy postanowiono także zbadać zależność pomiędzy  białkiem 

drogi przekazywania sygnału Wnt - β-kateniny i białkiem zaangażowanym w naprawdę 

podwójnych pęknięć nici DNA - białkiem Rad-51, w linii glejaka wielopostaciowego i 

indukowanym przez doksycyklinę antygenem T. 

Analiza poziomu białka β-kateniny metodą Western blot i mRNA metodą Nothern 

blot, pokazują że interakcja pomiędzy  białkiem Rad-51 i antygenem T wpływa na znaczny 

wzrost poziomu białka i mRNA β-kateniny w komórkach glejaka (Rys. 17, Rys. 18). 

Wyniki te pokazują, że stabilizacja β-kateniny w komórce jest znacznie silniejsza w 

wyniku współoddziaływania pomiędzy białkami Rad-51 i antygenem T. Wzrost 

aktywności transkrypcyjnej promotora TCF-4 w komórkach wykazujących ekspresje 

antygenu T i białka Rad-51 jest 2-krotnie wyższy niż w komórkach gdzie tylko jedno z 

tych białek było obecne (Rys. 23). Następnie, wykorzystując technikę interferencji RNA 

udowodniono, ze białko Rad-51 oddziałując z białkiem wirusowym antygenem T, 
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powoduje stabilizację mRNA β-kateniny. Posttranslacyjna modyfikacja głównego białka 

drogi przekazywania sygnału Wnt, poprzez Rad-51 i antygen T, powoduje stabilną 

akumulację białka głównie w jądrze komórkowym (Rys. 27).

Analizowano także jak nadekspresja białka β-kateniny wpływa na proces naprawy 

podwójnych pęknięć nici DNA w linii komórkowej glejaka z indukowanym przez 

doksycyklinę antygenem T. Analizując otrzymane zdjęcia, uzyskano bardzo interesujące 

wyniki. Sama obecność β-kateniny w komórkach powodowała znaczny  wzrost procentu  

miejsc uszkodzeń nici DNA i naprawy na drodze homologii rekombinacyjnej. W 

komórkach, które wykazywały nadekspresja białka β-kateniny i obecność białka 

wirusowego antygenu T, obserwowana była 100% kolokalizacja białka Rad-51 i γH2A.X, 

co świadczy o bardzo wysokim stopniu uszkodzeń podwójnej nici DNA w komórkach 

glejaka. 

Na rysunku 31. przedstawiono schematyczny mechanizm działania wirusa JC w 

komórkach nowotworowych zaproponowany przez autora rozprawy doktorskiej. 

Rysunek 31. Schemat działania wirusa JC w komórkach glejaka wielopostaciowego U87-MG.

Rad-51 x antygen T

stabilizacja
 mRNA β-kateniny

TCF-4 i c-myc aktywacja nadmierna proliferacja,
zablokowanie cyklu komórkowego

uruchomienie procesów naprawy 
DNA

wzrost aktywności białka Rad-51
(nadekspresja)

β-kateniny x antygen Tβ-kateniny
w komórce
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Białko Rad-51 stabilizuje mRNA β-kateniny  w linii komórkowej glejaka z 

indukowanym antygenem T. Stabilizacja ta, powoduje wzrost wolnej β-kateniny w 

komórce.  Nadekspresja  głównego białka drogi przekazywania sygnału Wnt, aktywuje 

czynniki transkrypcyjne TCF-4 i c-myc (β-katenina może również  na tym etapie łączyć się 

z białkiem wirusowym i wzmacniać ten efekt). Gdy czynniki transkrypcyjne są aktywne, 

uruchomiona zostaje kaskada czynników które wpływają na wzrost niekontrolowanej 

proliferacji i uszkodzeń nici DNA. W chwili wystąpienia podwójnych pęknięć nici DNA, 

zostaje zaktywowany m.in. Rad-51. Antygen T ma zdolność do łączenia się z białkiem 

Rad-51 i blokowanie jego działania, dodatkowo nadekspresją białka Rad-51 powoduje  

stabilizację β-kateniny, która powoduje wzrost liczby  uszkodzeń, co jest 

najprawdopodobniej efektem niestabilności genetycznej i pierwszym etapem rozwoju 

choroby nowotworowej w komórkach zakażonych wirusem JC.

Podsumowanie 

Wykazano obecność białka wirusowego w ponad 50% badanych tkankach 

nowotworowych mózgu. W prezentowanej pracy, po raz pierwszy, zaprezentowano 

stabilizację mRNA β-kateniny przez duże białko wirusowe, antygen T i białko Rad-51. 

Przedstawiono także, iż  stabilizacja ta, wpływa na wzrost uszkodzeń podwójnych pęknięć 

nici DNA i mechanizmy naprawy. W rozprawie zaproponowano także nowy model 

umożliwiający  kontrolę ekspresji białka przez stworzenie indukowanej ludzkiej linii 

komórkowej, a także nową strategię badania podwójnych pęknięć nici DNA.

Podsumowując w zaprezentowanej rozprawie doktorskiej została udowodniona rola 

antygenu T w transformacji komórek ludzkiego glejaka wielopostaciowego i 

zaproponowana nowa strategia badania naprawy podwójnych pęknięć DNA. 
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