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3 Streszczenie

Miesak pragzkowanokomérkowy (rhabdomyosarcoma — RMS) jest jednym z najczesciej
diagnozowanym miesakiem tkanek miekkich u dzieci. Stanowi ok. 5% wszystkich
nowotworéw ztosliwych wystepujacych u nieletnich. W oparciu o cechy kliniczne i biologie
molekularng wyodrebniono trzy podtypy RMS: zarodkowy, pecherzykowy i réznoksztattno
komodrkowy.

Leczenie miesaka prgzkowanokomdrkowego obejmuje zabiegi chirurgiczne oraz
chemio- i radioterapie. Prawdopodobieistwo powodzenia terapii wczesnie wykrytych
przypadkéw, gtéwnie pacjentéow z ERMS, u ktérych nie zdiagnozowano przerzutéw ocenia sie
na okoto 60%. Odsetek ten drastycznie maleje w momencie wznowy choroby, ktdra
nastepuje przewaznie wciggu trzech lat od diagnozy. U pacjentéw ze wznowa choroby tylko
u 20% istniejg szanse na wyleczenie, u pozostatych rokowania sg bardzo niekorzystne z
przezywalnoscig do pieciu lat.

Celem niniejszej pracy byto zbadanie sekwencji promotora genu MET, jej profilu
epigenetycznego oraz okreslenie wptywu zewnetrznych czynnikéw molekularnych na
ekspresje tego receptora w komdrkach RMS. Zbadano réwniez wptyw stresu komérkowego
oraz roznicowania na poziom transkrypcji, ekspresje powierzchniowg i profil metylacji
promotora genu MET.

W wynikéw przeprowadzonych eksperymentéw stwierdzono obecnos¢ polimorfizmu
w grupie badanych komorek, ktdry moze miec zwigzek z uposledzeniem rdznicowania tych
linii. Wykazano zmiennos$¢ epigenetyczng promotora MET pod wptywem czynnikéw
zewnetrznych, szczegdlnie pod wptywem stresu komérkowego. Zaobserwowano réwniez
widoczny wzrost ekspresji MET powodowany dziataniem promieniowania jonizujgcego.

Uzyskane wyniki sg interesujgce z punktu widzenia poprawy skutecznosci obecnie
stosowanych metod terapeutycznych. Mogg przyczyni¢ sie do opracowania nowych terapii

oraz metod diagnostycznych.
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Abstract

Rhabdomyosarcoma (RMS) is one of the most common soft tissue sarcomas
diagnosed in children. It represents approximately 5% of all malignant tumors occurring in
children and adolescents. Basing on clinical features and molecular biology, three subtypes
of RMS can be identified: embryonal, alveolar and pleomorphic.

Treatment of RMS includes surgery, chemo- and radiotherapy. The probability of
successful therapy in early detected cases, patients with ERMS with no metastatic tumors
detected, is estimated to be approximately 60%. This percentage dramatically decreases in
case of relapse, which occurs mostly in 3 years from diagnosis. In patients with recurrent
disease, only 20% are likely to overcome disease, in others the prognosis is very unfavorable
with survival up to five years.

The aim of this study was to investigate the MET promoter sequence, epigenetic
profile and the impact of external molecular factors on expression of this receptor in RMS
cells. Also the effect of stress and cellular differentiation on the transcription, surface
expression level and gene promoter methylation profile of MET was investigated.

Results revealed the presence of polymorphisms in the studied cells that may be
associated with impaired differentiation of these lines. Epigenetic profile of MET promoter
demonstrated vulnerability to influence of external factors, especially radiation and hypoxia.

Obtained results appear to be interesting from the clinical point of view. Improving
the effectiveness of current therapies as well as the perspective of developing new therapies

and diagnostic methods, with use of gained experience seem to be possible.
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4.1 Miesak prazkowanokomadrkowy

Miesak prazkowano komorkowy (RMS, ang. rhabdomyosarcoma) jest jednym z
najczesciej diagnozowanych miesakéw tkanek miekkich u dzieci. W oparciu o cechy kliniczne,
patologiczne i biologie molekularng wyodrebniono trzy podtypy RMS: zarodkowy,
pecherzykowy i réznoksztattnokomorkowy [1].

Cecha charakterystyczng RMS jest ekspresja gendw typowych dla miesni poprzecznie
prazkowanych, jak: desmina, miozyna, aktyna sarkomeryczna czy mioglobina. Typowe dla
RMS s3 tez dostrzegalne w obrysie cytoplazmy charakterystyczne, prazkowane struktury
sarkomeryczne, stagd powszechne jest przekonanie, ze komérki RMS powstajg z komdrek
satelitarnych miesni [2]. Odnotowuje sie jednak wiele przypadkéw zajecia organdéw nie
zawierajgcych komodrek miesni poprzecznie prazkowanych takich jak prostata, pecherz
moczowy, czy woreczek zoétciowy. Wskazuje to na mozliwos¢ pochodzenia niektérych linii

RMS z wczesniejszych komdérek mezenchymalnych [3].

4.1.1 Charakterystyka podtypéw miesaka pragzkowanokomoérkowego

Najczestszym podtypem (ponad potowa diagnozowanych przypadkéw) jest podtyp
embrionalny (ERMS, ang. embryonal rhabdomyosarcoma). ERMS rozwija sie w okolicach
gtowy i szyi oraz uktadu moczowo-ptciowego, tworzac struktury z wrzecionowatych komédrek
przypominajgcych miocyty siedmio tygodniowego ptodu (Rysunek 1 A). Miesak ten
wystepuje u pacjentéw ponizej 10. roku zycia. W obrebie ERMS mozna wyrdzni¢ dodatkowo
spotykany u pacjentdw ponizej pigtego roku zycia, podtyp groniasty (ang. botyroid
rhabdomyosarcoma). Zajmuje on przede wszystkim rozmaite jamy ciata jak jama nosowo-
gardtowa, pochwa czy przewdd zd6tciowy. Cechuje sie on najlepszymi rokowaniami posréd
wymienionych, jednakze opisane zostaty przypadki pdznej wznowy [1].

Podtyp pecherzykowy (ARMS, ang. alveolar rhabdomyosarcoma), wystepuje
przewaznie u pacjentow pomiedzy 10. a 30. rokiem zycia. ARMS lokalizuje sie gtéwnie w
obrebie tutowia i konczyn, tworzgc przypominajgce pecherzyki ptucne struktury wypetnione
okragtymi komérkami (Rysunek 1 B). Guzy te charakteryzowane sg jako bardziej ztosliwe w

poréwnaniu do podtypu embrionalnego, a rokowania pacjentdow sg znacznie gorsze.
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Podtyp réznoksztattnokomaorkowy (ang. pleomorphic rhabdomyosarcoma) wystepuje
niemal wytgcznie u pacjentéw dorostych. Rozwija sie w obrebie miesni szkieletowych w

postaci duzych wrzecionowatych komédrek o nieregularnych jadrach. Odmiana ta

charakteryzuje sie bardzo ztym rokowaniem [1].

Rysunek 1 Obraz histopatologiczny komérek RMS typu: A) Embrionalnego. Komérki sg rzadziej upakowane oraz i bardziej
wrzecionowate. Aby potwierdzi¢ diagnoze, nalezy wykonac¢ immunohistochemiczne barwienie przeciwciatami przeciwko
desminie, wimentynie miogeninie oraz aktynie. B) Pecherzykowatego: komaérki ARMS s3 zazwyczaj w mniejsze i bardziej
okragte i gesto upakowane. Widoczne przestrzenie przypominajace obraz pecherzykéw ptucnych.
(http://sarcomahelp.org/learning_center/rhabdomyosarcoma.html)

4.1.2 Miesak pragzkowanokomérkowy — podtoie genetyczne

Podfoze genetyczne rozwoju RMS jest rézne i zalezne od podtypu. W przypadku
ERMS czesto obserwuje sie utrate heterozygotycznosci regionu p15 w obrebie chromosomu
11, co w konsekwencji prowadzi do zniesienia aktywnosci supresoréow nowotworowych,
takich jak H19 czy CDKN1C, oraz zwiekszenia ekspresji stymulatorow proliferacji jak IGF2.
Uzupetnienie regionu 11p15 w linii komoérkowej RD skutkuje wyraznym zahamowaniem
proliferacji [4].

Komérki podtypu ARMS czesto charakteryzujg sie translokacjg chromosomalng, w
wyniku ktérej czes¢ genu PAX3 lub PAX7, kodujagca domene wigzgcg DNA, przeniesiona
zostaje na chromosom 11 gdzie tworzy biatko fuzyjne z domeng transaktywacyjng FKHR
(ang. forkhead box) — PAX3/PAX7-FKHR, bedgce silnym czynnikiem transkrypcyjnym.

PAX3 jest dodatnim regulatorem ekspresji MET, kontrolujgcego miedzy innymi
migracje satelitarnych komdrek miesni szkieletowych [5], natomiast PAX7 reguluje wzrost i
regeneracje mies$ni. Transfekcja genu fuzyjnego PAX3-FKHR do fibroblastéw NIH3T3 skutkuje

rozwinieciem fenotypu nowotworowego [6].
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4.1.3 Terapiairokowania

Leczenie miesaka prazkowanokomodrkowego obejmuje zabiegi chirurgiczne oraz
chemio- i radioterapie.

W przypadku chemioterapii, lekami z wyboru sg najczeéciej aktynomycyna D,
cyklofosfamid, doksorubicyna, etopozyd, ifosfamid czy winkrystyna. Wedtug wytycznych
amerykanskiego Pediatrycznego Komitetu Onkologii Tkanek Miekkich (ang Soft Tissue
Sarcoma Committee of the Children’s Oncology Group), wszyscy pacjenci z wykrytym RMS
poddawani sg chemioterapii. Terapeutyki podaje sie wlewem dozylnym. W wiekszosci
przypadkéw leczenie trwa od 6 - 12 miesiecy, rzadziej dtuzej ze wzgledu na dziatania
niepozadane. Infuzje w zaleznosci od terapeutyka wykonuje sie w 2 - 10 dziennych dawkach
co 3 - 4 tygodnie. Ze wzgledu na efekty uboczne leczenia, pacjentom przetacza sie czerwone
krwinki oraz ptytki krwi. Ubytki biatych krwinek kompensuje sie podajgc czynniki takie jak: G-
CSF, filgrastim, Neupogen [7].

W celu zwiekszenia szans na wyleczenie, u wszystkich pacjentéw z ARMS i w znacznej
czesci grup ryzyka pacjentdw z ERMS, stosuje sie radioterapie. Naswietlania rozpoczyna sie
przewaznie po 4-5. cyklu chemioterapii (ok. 12 tydzien leczenia). W zaleznosci od rodzaju,
lokalizacji oraz rozmiaru wykrytego guza stosuje sie 20 - 28 dawek promieniowania. Leczenie
powinno by¢ rozplanowane w oparciu o 3-wymiarowe obrazowanie oraz wstepng biopsje
tkanki sprzed chemioterapii [8].

W zwigzku z rozwojem biologii molekularnej, opracowywane sg nowatorskie metody
leczenia. Posréd nich wymieni¢ mozna specyficzne blokowanie za pomoca przeciwciat
monoklonalnych, autokrynnie stymulowanej petli insulinopodobnego czynnika wzrostowego
Il (IGF Il, ang. insulin-like growth factor) odpowiedzialnej za wzrost RMS [9, 10]. Kolejnym
obiecujgcym kierunkiem badan jest immunizacja cytotoksycznych limfocytow T, na
nieprawidtowe peptydy produkowane przez komérki RMS jak np. biatko fuzyjne PAX-FKHR
czy zmutowana forma biatka p53 [11]. Terapie te w pofgczeniu z chemio- i radioterapig,
testowane sg na modelach zwierzecych.

Ze wzgledu na wysoka wrazliwos¢ rhabdomyosarcoma na chemioterapeutyki, szanse
na wyleczenie wczednie wykrytych przypadkéw, gtdwnie pacjentéw z ERMS, u ktérych nie
zdiagnozowano przerzutéw, szacowane sg na okoto 60%. Odsetek ten drastycznie maleje w

momencie wznowy choroby, ktdora nastepuje przewaznie wciggu trzech lat od diagnozy.
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Z wyjatkiem ok 20% grupy pacjentow ktérej szanse na przezycie szacuje sie na ok 50%,

rokowania dla pozostatej grupy sg bardzo niekorzystne i zaktadajg przezycie od 1-5 lat [12].

4.2  Ossygnatowa HGF-MET
4.2.1 HGF/SF

Czynnik wzrostu hepatocytéw/czynnik rozproszenia (HGF/SF, ang. hepatocyte growth
factor/scatter factor) zostat odkryty i opisany, jako silny mitogen dla hepatocytéw oraz
komodrek pochodzenia epitelialnego [13]. Strukturalnie HGF podobny jest do plazminogenu,
proenzymu, ktérego aktywna forma odpowiedzialna jest za lityczny rozktad skrzepéw krwi.
Gen kodujgcy HGF zlokalizowany jest na si6dmym chromosomie, sktada sie z 18 egzondw i
17 introndéw, a dojrzaty transkrypt ztozony jest z okoto 6 tys par zasad.

HGF zbudowany jest z dwdch podjednostek ciezkiej (alfa-62 kDa) oraz lekkiej (beta-34
kDa), w sktad ktérych wchodzi sze$¢ domen: domena N-koricowa (N) tworzgca forme spinki
do wtosdéw, zbudowanej z 27 aminokwasow, cztery domeny K (K1 — K4, ang. kringle domains)
- stanowigce 80 aminokwasowe globularne struktury, stabilizowane wewnetrznymi
mostkami dwusiarczkowymi, oraz domena wykazujgca homologie do proteinazy serynowej
SPH (ang. serine proteinase homology domain), ktérej aktywnos¢ enzymatyczna zostata
utracona z powodu mutacji w obrebie kluczowych reszt w centrum aktywnym [14]
(rysunek 2).

Tak jak plazminogen, HGF jest syntetyzowany w formie jedno tancuchowego nie
aktywnego prekursora (pro-HGF), ktérego konwersja w aktywny heterodimer nastepuje po
przecieciu regionu za domeng K4. Proteoliza pro-HGF katalizowana jest przez szereg réznych
proteinaz serynowych, witgczajgc w to aktywatory plazminogenu takie jak uPA (ang.
urokinase plasminogen activator), tPA (ang. tissue type plasminogen activator) oraz czynniki
krzepliwosci krwi (X, XI, XI1).

Aktywna forma HGF wigze sie z receptorem za pomocg domen N i K1, tworzacych
wspdlnie fragment nazywany NK1. Badania krystalograficzne wykazaty zdolnos$é czgsteczek
NK1 do specyficznej dimeryzacji, ktéra jak sie podejrzewa moze brac¢ udziat w mechanizmie

wstepnej asocjacji receptoréw MET poprzedzajacej ich aktywacje [15].
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Rysunek 2 Schemat struktury czasteczki HGF. tancuch a: N - domena N-koricowa, K1-K4 domeny K,
tancuch B: SPH - domena homologiczna do proteazy serynowej.

4.2.2 MET

MET jest transbtonowym receptorem dla czynnika wzrostu hepatocytéw — HGF (ang.
hepatocyte growth factor). Jego czasteczka zbudowana jest z dwdch tancuchow
polipeptydowych: znajdujgcego sie na zewnatrz komérki tancucha a o masie ok. 50 kDa, oraz
znacznie wiekszego, przebijajacego btone komérkowa faricucha B o masie ok 140 kDa
(Rysunek3 A) [16]. Za selektywne wigzanie liganda odpowiedzialna jest domena
semaforynowa fafcucha a. Przytaczenie czasteczki HGF skutkuje fosforylacjg reszt
tyrozynowych czesci C-koricowej faricucha B. Nastepstwem czego jest rekrutacja biatek
adaptorowych oraz aktywacja transduktoréow wielu kaskad sygnatowych takich jak PI-3-K
(ang. phosphoinositide-3 kinase) , PLC-y (ang. Phospholipase y), biatka STAT (ang. signal
transducers and activator of transcription), ERK1/2 (ang. extracellular signal-regulated

kinase) czy biatko FAK (ang. focal adhesion kinase) (Rysunek 3 B)[17].

4.2.3 0s$ HGF-MET w komoérkach prawidtowych

Ekspresja MET oraz HGF odbywa sie juz we wczesnych stadiach embriogenezy w
komoérkach linii endodermalnej oraz mezenchymalnej, gdzie regulowana jest na drodze
autokrynnej. W dalszych stadiach rozwoju zarodkowego, podczas organogenezy, produkcja
HGF przechodzi na rzecz komérek pochodzenia mezenchymalnego, natomiast receptor MET
wystepuje przewaznie na powierzchni komorek nabtonkowych formujgcych sie organdw.

Procesy kontrolowane przez o$ HGF-MET zwigzane sg przede wszystkim ze wzrostem
oraz ruchliwoscig komodrek np. podczas formowania miesni szkieletowych, gdzie dochodzi do
dysocjacji komoérek prekursorow miesni a nastepnie ich ukierunkowanej migracji
stymulowanej HGF. Podczas organogenezy o$ HGF-MET koordynuje miedzy innymi

formowanie przez komérki rozgatezionych struktur tubularnych [18].
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U osobnikéw dorostych HGF silnie stymuluje komdrek pochodzenia mezenchymalnego, co
ma kluczowe znaczenie podczas proceséw naprawczych watroby oraz innych narzaddw i
tkanek [19].

Badania przeprowadzone na modelu mysim wykazaty, ze blokada ekspresji MET lub
HGF prowadzi do obumierania osobnikdw juz na etapie zycia ptodowego, gtdwnie za sprawg
uposledzonego rozwoju fozyska. Dodatkowo myszy z uszkodzong osiag HGF-MET wykazuja
brak organéw powstatych w wyniku migracji komérek prekursoréow z miesni konczyn takich

jak jezyk czy przepona, oraz silne zaburzenia w budowie narzgdéw wewnetrznych [18].

morfogeneza
inwazyjnos¢
proliferacja
réznicowanie
apoptoza

o

wzrost, proliferacja
ochrona przed apoptoza

proliferacja
transformacja

Rysunek 3 A) Schemat struktury MET. SEMA - domena o homologii z semaforynami, PSI - domena wystepujace w
pleksynach, semaforynach i integrynach, Img - domeny o homologii z immunoglobulinami, Dp - domena przezbtonowa,
Dk - domena o aktywnosci kinazy tyrozynowej, Dd - domena dokujaca, P - reszty fosforanowe B) Kaskada przekazywania
sygnatu z aktywowanego MET. GAB1 - biatko dokujjgce (ang GRB2-associated binder 1), SHC (ang. Src-homology-2
domain-containing transforming protein), SHP2 (ang. SH2-domain containing protein tyrosine phosphatase),
GRB2 - biatko dokujace (ang. growth factor receptor-bound 2), SOS — aktywator wymiany nukleotydéw guaninowych
(ang. son of sevenless), STAT- czynnik transkrypcyjny (ang. signal transducer and activator of transcription), RAS — rodzina
matych biatek G powodujacych aktywacje GTP-azy, PI3K - kinaza 3-fosfatydyloinozytolu, Rac - podrodzina biatek Rho
aktywujacych GTP-azy, AKT - kinaza biatkowa B (ang. PKB ang. protein kinase B). (sporzgdzone w oparciu o: "MET
signalling: principles and functions in development, organ regeneration and cancer" Comoglio i wsp. Nature Reviews
Molecular Cell Biology)
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4.2.4 0$ HGF-MET w komérkach nowotworowych

Wielokrotnie demonstrowano istotng role MET w procesie rozwoju choroby
nowotworowej. Komoérki charakteryzujgce sie nadekspresja MET po przeszczepieniu do
modelu mysiego zdradzaty bardziej ztosliwy charakter niz komérki nie wykazujgce ekspresji
MET [20]. Wykazano réwniez, ze wytgczenie MET za pomocg shRNA w komérkach RMS
wpitywa na obnizenie inwazyjnosci, zdolnosci do proliferacji oraz unikania szlaku
apoptotycznego, co w konsekwencji prowadzi do znacznego obnizenia masy powstatych
guzow w modelach mysich [21, 22]. Podobne rezultaty uzyskano na liniach komérek raka
ptuc. W typach o zwiekszonej ekspresji MET wyciszenie tego receptora prowadzito do
zahamowania wzrostu guza, bez wptywu na typy nie posiadajgce MET na powierzchni
swoich komorek [23].

Aby zrozumie¢ role osi HGF-MET w rozwoju choroby nowotworowej nalezy przyjrzec¢
sie zdarzeniom towarzyszagcym procesowi przerzutowania. Pierwszym etapem jest
oddzielenie sie komdérki nowotworowej od ogniska pierwotnego mozliwe dzieki degradacji
E-kadheryny, proces ten kontrolowany jest miedzy innymi przez sygnaty pochodzace od
receptora MET [24]. Uwolniona komdrka aby, przedosta¢ sie do uktadu krwionosnego,
zmuszona jest do pokonania bariery jakg stanowi macierz zewnatrzkomorkowa oraz bfona
podstawna. W tym celu musi przyjgé migrujgcy fenotyp poprzez aktywacje szeregu gendow
odpowiedzialnych za tworzenie komplekséw integrynowych, jak np.: FAK. Dodatkowo,
w celu utorowania sobie drogi przez struktury macierzy zewnatrzkomodrkowej, migrujgca
komodrka wydziela biatka z grupy metaloproteinaz, kolagenaze-1 oraz stromelizyne. Enzymy
te, trawigc biatka macierzy zewngtrzkomoérkowej otwierajg droge do krwioobiegu. Zaréwno
fosforylacja FAK, tworzenie pofaczen zogniskowanych jak i wydzielanie enzyméw
proteolitycznych podlegajg aktywacji poprzez o§ HGF-MET [25-29]. Aby wydostac sie z
krwioobiegu komérki nowotworowe za pomocg integryn przylegajg do komérek srédbtonka,
skad nastepnie torujg sobie droge do macierzy zewnatrz komérkowej. Wiadomo obecnie, ze
wydzielanie HGF w otoczeniu komérek srédbtonkowych powoduje zwiekszenie ekspresji
CD44, za interakcje srdodbtonka z komérkami nowotworowymi, utatwiajgc tym samym
powstawanie przerzutéw [30]. Ostatnim etapem tworzenia nowego ogniska
nowotworowego jest stymulacja procesu angiogenezy w otoczeniu narastajgcego guza.
Proces ten obejmuje min. stymulacje proliferacji komdrek srédbtonka, oraz ich organizacje

przestrzenng prowadzgcg do uformowania nowego naczynia krwionosnego. Stymulacja MET
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prowadzi do sekrecji czynnikow takich jak interleukina-8 (IL-8), czynnik wzrostu srodbtonka
naczyniowego (VEGF ,ang. vascular endothelial growth factor) oraz wstrzymuje wydzielanie
trombospondyny-1 bedacej inhibitorem angiogenezy [31, 32].

Aby wszystkie powyzsze zdarzenia mogty dojs¢ do skutku, niezbedna jest aktywacja
osi HGF-MET. Zgodnie z obecnie panujacg wiedzg, do konstytutywnej aktywacji MET w
komdrkach nowotworowych moze dochodzi¢ wedtug trzech zaobserwowanych scenariuszy.
Pierwszym z nich jest ustalenie autokrynnej petli ligand receptor Drugim, nadekspresja
receptora skutkujgca oligomeryzacjg biatka na powierzchni komoérki, w konsekwencji
prowadzgcej do aktywacji szlakéw sygnatowych. Trzecim scenariuszem jest wystgpienie
mutacji w obszarze domen odpowiedzialnych za aktywacje szlaku sygnatowego prowadzacej
do ciggtej aktywacji nawet bez obecnosci ligandu [33]. Najrzadziej wystepujgcym jest
wariant trzeci, jednak sytuacja ta moze ulec zmianie wraz z rozwojem technik wielkoskalowej

analizy sekwencji DNA.

4.3  Strukturaiorganizacja genu MET

Gen MET zlokalizowany jest na krétkim ramieniu 7 chromosomu (7931). W jego sktad
wchodzi 21 egzondw, ktére wraz z intronami tworzg strukture o dtugosci 120 kbp. W skfad
pierwszego egzonu wchodzi niekodujgcy region 5° - tzw. 5°UTR (ang. 5" untranslated reigon)
oraz kilka elementéw regulujgcych transkrypcje. Egzon drugi zawiera zaledwie 14 bp 5°UTR
oraz sekwencje dla 400 aminokwaséw tancucha polipeptydowego prekursora MET
odpowiedzialna za jego proteolityczng aktywacje. Kolejne egzony 2-12 koduja
zewnatrzkomoérkowa czesé receptora, 13 i 14 czes¢ trans membranowa, oraz reszta kodujaca

cze$¢ wewnatrz komodrkowg i 3°UTR [34].

4.3.1 Regulacja transkrypcji genu MET

Ekspresja MET podlega kontroli promotora o bardzo wysokiej zawartosci par GC
(okoto 74%), charakteryzujgcego sie brakiem takich elementéw jak TATAA oraz CCAAT box.
Obecnie uwaza sie, iz podstawowy promotor MET stanowi obszar ponad 700 bp zajmujgcy
okoto 400 bp przed miejscem startu transkrypcji oraz mniej niz 400 bp pierwszego egzonu. W
obszarze tym znajdujg sie potencjalne sekwencje consensus dla takich czynnikéw

transkrypcyjnych, jak Spl, AP-2, GATA-1 and Ets-1. Ostatni znich jest elementem
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pozytywnego sprzezenia zwrotnego powodujgcego autonomiczng stymulacje ekspresji MET,
ktory to rownoczesnie zwieksza produkcje Ets-1 bedgcego jednym z czynnikéw aktywujgcych
jego transkrypcje. Dodatkowo opisano regiony dalsze, w pozycji 2615 bp do 1621 bp przed
miejscem startu transkrypcji, ktére w znacznym stopniu wzmacniajg aktywnos¢ promotora
oraz regiony wyciszajgce znajdujace sie w okolicy 1621- 1093 bp przed pozycjg start. Liczne
miejsca wigzania czynnika Sp1, zlokalizowane w pozycji -68 bp do +60 bp wzgledem poczatku
transkrypcji, w modelach eksperymentalnych okazaty sie by¢ niezbedne do utrzymania
statusu sekwencji, jako promotora transkrypcji. W obrebie regionu flankujgcego gen MET od
strony 5° znajdujg sie tez miejsca wigzania czynnikdow transkrypcyjnych zwigzanych ze
stresem takich jak czynnik indukowany hipoksjg (HIF-1, ang. hypoxia inducible factor),
ktérego powigzanie ze stymulacjg ekspresji MET zostato udokumentowane na komérkach
glejaka hodowanych w warunkach obnizonego cisnienia tlenu, oraz NFkBeta ktérego funkcja

w obrebie promotora MET nie zostata jak dotad opisana [35].

4.4  Epigenetyka

Epigenetyka jest bardzo ogdélnym terminem obejmujgcym zespdt procesdw
pozwalajgcych na niezalezng od sekwencji DNA regulacje ekspresji gendéw. Procesy te
dotyczg w szczegdlnosci interakcji DNA z histonami, oraz modyfikacji chemicznej reszt zasad

stanowigcych budulec DNA, jak i posttranslacyjnej modyfikacji samych histondow.

4.4.1 Posttranslacyjne modyfikacje histonow

Histony sg jednym z fundamentalnych czynnikéw regulacji aktywnosci kodujacych
regiondw DNA. Biatka te w wyniku modyfikacji poprzez metylacje, acetylacje, fosforylacje lub
ubikwitynacje, moga wchodzi¢ w interakcje z biatkami odpowiedzialnymi za remodelowanie
chromatyny [36]. Modulacja sygnatu genetycznego poprzez modyfikacje histondw jest
bardzo skomplikowana i podlega ciggtym badaniom. Przyktadowo, metylacja lizyny histonu
H3, u wiekszosci znanych organizmoéw prowadzi do obnizenia ekspresji genu jednak nie do
jego catkowitego wyciszenia [37]. Najlepiej zbadana na dzien dzisiejszy jest acetylacja lizyny
histonu H4, ktéra prowadzi do czesciowej relaksacji chromatyny, co utatwia dostep
czynnikom transkrypcyjnym do sekwencji promotorowych gendw. Badania nad tzw. kodem
histonowym utrudnia fakt, iz modyfikacje aminokwaséw mogg zachodzi¢ w rdzinych

pozycjach, dodatkowo z zupetnie réznym skutkiem [38]. Jak dotad nie udato sie ustalié
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spojnych zasad rzgdzacych wptywem postranslacyjnych modyfikacji histondw na ekspresje
biatek. Coraz popularniejsze staje sie stwierdzenie, ze zaleznosci te nie sg uniwersalne, jak

np. kod genetyczny a co za tym idzie, bedg rézne dla réznych grup organizmaéw.

4.4.2 Metylacja DNA

W komoérkach kregowcdw, metylacja DNA jest procesem chemicznej modyfikacji reszt
cytozynowych (zamiana cytozyny na 5-metylocytozyne) (rysunek 4), pozwalajgcym na
niezalezng od sekwencji regulacje poziomu ekspresji genéw. Profil metylacji poszczegdlnych
fragmentow DNA moze by¢ dziedziczony, jednak odnotowano przypadki kiedy profile
metylacji podlegaty zmianom cyklicznym skorelowanym z cyklem komodérkowym [39]. W
prawidtowych komodrkach metylacja uczestniczy w stabilizacji struktury chromosomoéw,
regulacji dtugosci telomeréw oraz ekspresji czesci gendéw. Stanowi réwniez jeden z
mechanizmdéw sekwencyjnego wytgczania gendw w procesie rdéznicowania komoérkowego
oraz rozwoju zarodkowego [40]. Podstawowy mechanizm powodujacy represje
metylowanego genu polega na rekrutacji kompleksu remodelujgcego chromatyne. Kompleks
ten deacetyluje biatka histonowe, co w konsekwencji prowadzi do kondensacji
nukleosomoéw. Istniejg jednak bardziej subtelne zaleznosci pomiedzy metylacjg reszt
cytozynowych a powinowactwem biatek aparatu transkrypcyjnego do DNA [41]. Obecnie
uznaje sie dwie teorie, z ktdrych pierwsza gtosi, iz grupa metylowa na cytozynie stanowi
bariere steryczng dla potencjalnego czynnika transkrypcyjnego, co za$ uniemozliwia
powstanie kompleksu preinicjacyjnego polimerazy RNA (rysunek 5 B). Druga natomiast
opisuje szereg biatek specyficznie rozpoznajgcych i wigzgcych 5-metylocytozyne powodujac

tym samym represje transkrypcji (rysunek 5C) [42, 43].

Cytosine 5-Methyl Cytosine
NH.
N =7 CH,
DN MT
S adenosyl-metionine
) "
CG = CG =—

Rysunek 4 Proces konwersji cytozyny w 5-metylocytozyne. Enzymy katalizujgce reakcje naleza do rodziny transmetylaz
DNA. Kofaktorem niezbednym do zajscia tego procesu jest S-adenozylo metionina. ("Regulation of transcription in
cancer" E Trzyna, M Duleba, M Faryna, M Majka, Frontiers in Bioscience)
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Rysunek 5 Postulowane mechanizmy represji genéow poprzez metylacje CpG sekwencji promotorowych. TF - czynnik
transkrypcyjny rozpoznajacy sekwencje w rejonie promotora, MeCP - biatka wigzgce 5-metylocytozyne. Okregi
wypetnione kolorem czarnym obrazujg 5-metylocytozyne, okregi nie wypetnione - cytozyne. ("Regulation of transcription
in cancer" E Trzyna, M Duleba, M Faryna, M Majka, Frontiers in Bioscience)

4.4.3 Mechanizmy sterujgce metylacjag DNA

W chwili obecnej uwaza sie, ze do prawidtowego zachodzenia proceséow zwigzanych z
metylacjag DNA w komdrce niezbedne sg trzy enzymy z grupy DNA-metylotransferaz (DNMT,
ang. DNA methyltransferase). DNA metylotransferaza 1 - DNMT1, odpowiedzialna za
utrzymywanie istniejgcego wzoru metylacji, oraz DNA metylotransferazy 3a i 3b (DNMT3a,
DNMT3b) odpowiedzialne za metylacje DNA de novo. Opisano rowniez dwa dodatkowe
enzymy DNMT2 i DNMT3L charakteryzujace sie wysokg homologig do wspomnianych 3ai 3b
[44]. Ich podwyzszong produkcje zauwazono miedzy innymi w embrionalnych komérkach
macierzystych. Jak dotad nie ustalono skutkéw braku ekspresji DNMT2. DNMT3L, pomimo iz
nie posiada domeny katalitycznej, bierze posredni udziat w procesie metylacji de novo,
zwiekszajgc aktywnos¢ DNMT3a i DNMT3b. Brak ekspresji DNMT3L powoduje obumieranie

mysich embrionéw w skutek powiktan zwigzanych z imprintingiem genomowym [45].

4.4.4 Wyspy CpG

Szacuje sie, iz w przecietnym genomie u kregowcow ok. 70-80% dinukleotyddw CpG
zawiera metylowang cytozyne. Pozostate nie metylowane CpG najczesciej zgromadzone sg
w grupy nazywane wyspami CpG [46]. Wyspy te charakteryzujg sie wysoka zawartoscia
nukleotydéw G i C — minimum 55-60% oraz dtugoscig wahajgcg sie pomiedzy kilkaset a kilka
tysiecy par zasad. Wyspy CpG przewaznie mieszczg sie w obrebie sekwencji promotorowych
tzw. house keeping genes, czyli gendw niezbednych do podtrzymywania procesdw zyciowych

komorki, oraz gendw specyficznych tkankowo [47]. Coraz czesciej spotyka sie doniesienia na
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temat tzw. "obrzezy wysp" CpG, regiondw znajdujgcych sie ok. 2000 bp przed miejscem
startu transkrypcji. Zajmujg one mniejszy obszar oraz charakteryzujg sie znacznie mniejszym
zageszczeniem dinukleotydéw CpG. Metylacja reszt cytozynowych w obrebie wysp CpG, jak i
ich obrzezy, ma nierzadko znaczgcy wptyw na poziom ekspresji sgsiadujgcych z nimi gendéw

[48].

4.4.5 Zmiany metylacji DNA w komérkach nowotworowych

Do niedawna przypuszczano, ze z epigenetycznego punktu widzenia, rozwdj
nowotworu zwigzany jest z utratg metylacji w obrebie perycentromerycznych czesci
chromosoméw, co w konsekwencji miato prowadzi¢ do destabilizacji struktury chromosomu
oraz reaktywacji retrotransopozonoéw [49].

Gwattowny rozwdj technik molekularnych pozwolit jednak na bardziej kompleksowe
podejscie do powyzszego tematu, co zaowocowato prezentacjg licznych przypadkéw
aktywacji protoonkogendéw na skutek utraty metylacji w obrebie sekwencji ich promotordw.
Przyktadami takowych sg cMYC oraz H-RAS [50], czy tez gen N-Acetylotransferazy-1 w
przypadku raka piersi [51].

Opisano tez przypadki rozwoju nowotworu zwigzane z hipermetylacjg promotora, a
co za tym idzie wyciszeniem gendw z grupy supresoréw protoonkogenow (TSG, ang. Tumor
suppressing genes). Opisane przypadki obejmujg wyciszenie poprzez hipermetylacje takich
gendw jak gen biatka p53 odpowiedzialnego miedzy innymi za kontrole cyklu komérkowego,
czy tez geny odpowiedzialne za przebieg apoptozy oraz procesdw naprawy DNA jak np.:
DAPK1 (ang. Calmoduline dependent enzyme with kinase activity) i BRCA1 (ang. Breast
cancer 1) [52-54].

Tabela 1 Geny hipermetylowane w tkankach nowotworowych (na podstawie "Specific gene hypomethylation
and cancer: new insights into coding region feature trends" Romeu i wsp. Bioinformation)

Gen Petniona funkcja Atakowane narzady
APC kontrola proliferacji, adhezji oraz migracji komaérek ptuca, przetyk
BRCA1 mechanizmy naprawy DNA, supresja onkogenezy jajniki, piersi
CDKN2A/p16 cyklino zalezny |nh||f);trgglr<ll(r;a\1;e(;g 40, kontrola cyklu ey G
CDKN2B/p15 cyklino zalezy inhibitor kinaz, kontrola cyklu komdérkowego szpik kostny, wezty chtonne
E-kadheryna proliferacja, migracja tarczyca, uktad pokarmowy
MGMT naprawa DNA ptuca, mézg
RASSF1A kontrola proliferacji ptuca, jajniki, przetyk, nerki
GSTP1 transferaza glutationowa, procesy detoksyfikacyjne komérki prostata, nerki, piersi
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Przyktady hipermetylacji promotoréw gendw pl15 oraz kalcytoniny opisane zostaty w 65%

przypadkdéw zespotéw mielodysplastycznych oraz 95% ostrych biataczek szpikowych [55].

Tabela 2 Geny demetylowane w tkankach nowotworowych (na podstawie "The role of DNA
hypermethylation and demethylation in cancer and cancer therapy" M. Szyf Curr Oncol).

Gen Petniona funkcja Atakowane narzady
Cytochrom p450 biatko mitochondrialne prostata
piers, okreznica, jajniki,

SNCG biatko synukleinay choroby neurodegeneracyjne

sekwencja na chromosomie X odpowiedzialna za jego

XIST - prostata, jadra
MTA1 element kompleksu remodelujgcego chromatyne piersi, okreznica, trzustka,
prostata, ptuca
krezni t trzustk
SERPINB5 inhibitor protez seronowych, supresja nowotworéw © reznlca,j;)j:ickeii, D
IGF2 insulinopodobny czynnik wzrostu Il okreznica, ptuca
czynnik o charakterze palca cynkowego, mechanizmy .
CTCFL modulacji metylacji DNA el
DIRAS3 gen wyciszany przez imprinting, rodzina biatek wigzgcych e el

biatka RAS

4.4.6 Dynamika zmian profildw metylacji w obrebie sekwencji promotorowych.

Przyjmuje sie, ze metylacja DNA genomowego jest stabilna w danym typie
prawidtowych komérek oraz, ze podlega dziedziczeniu podczas mitozy. Istniejg jednak
opisane przypadki krétkofalowych, cyklicznych zmian metylacji w obrebie promotoréw
gendw. Zmiany te zachodzg w relatywnie matej jak na biologie molekularng skali czasowej
ok. 100 min. Poniewaz tak krotkotrwate wahania nie mogg mie¢ wyraznego wptywu na
poziom ekspresji genu, uwaza sie, iz przejsciowe zmiany w metylacji promotoréw mogg
stanowi¢ mechanistyczne powigzanie transkrypcji z dtugoterminowymi zmianami

epigenetycznego statusu promotoréw [39].

4.4.7 Wptyw srodowiska na metylacje DNA

Mechanizmy kontrolujgce zmiany epigenetyczne w komodrce sg wrazliwe na wptyw
srodowiska zewnetrznego. Poprzez srodowisko zewnetrzne, mozina rozumieé zarédwno
bezposrednie otoczenie komadrki np. diugotrwaty stan zapalny, jak i warunki sSrodowiska w
ktdrym znajduje sie caty organizm.

Aby oceni¢ wptyw stanu zapalnego na zmiany epigenetyczne genomowego DNA,

przebadano grupe pacjentéw z chronicznym zapaleniem nerek. W oparciu o uzyskane
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rezultaty wykazano, ze poziom metylacji DNA genomowego leukocytow z krwi obwodowej u
ludzi cierpigcych na przewlekte stany zapalne jest istotnie wyzszy niz w grupie kontrolnej
[56].

Eksperymenty  przeprowadzone na  szczurach, poddawanych  wptywowi
promieniowania jonizujgcego, wykazaty ok 40% spadek metylacji genomowego DNA
hepatocytow. Co ciekawe efekt ten nie zostat wykryty w komdrkach mézgu oraz sledziony.
Spadku metylacji nie wykryto réwniez w hepatocytach hodowanych in-vitro [57]. Podobny
wynik uzyskano badajac hepatocyty populacji szczuréw hodowanych w warunkach
niedoboru tlenowego [58].

Zmiany wzoru metylacji zaobserwowano réwniez u ludzi, ktérych matki byty narazone
na gtdd w okresie cigzy. Przebadano 15 loci zwigzanych ze wzrostem oraz chorobami
metabolicznymi. W wyniku przeprowadzonych analiz wykazano obnizenie poziomu metylacji
w obrebie locus INSIGF u oséb narazonych na gtéd w poréwnaniu z ich mtodszym
rodzenstwem ktore mogto rozwijac¢ sie w normalnych warunkach. Sytuacja przedstawiata sie
odwrotnie w obrebie loci interleukiny 10 oraz leptyny.

Dodatkowo rdéznorodnos$¢ wzordw metylacji wykazywata zalezno$¢ od takich

czynnikow jak pteé, czas oraz etap cigzy podczas ekspozycji na warunki gtodu [59].

4.4.8 Epigenetyka - perspektywy terapeutyczne

Odwracalno$é zmian epigenetycznych moze byé celem terapii u chorych na raka [60].
Leki, ktére sg w stanie wptyngé na epigenetyczng strukture chromatyny mozna podzieli¢ na
dwie grupy: inhibitory transmetylaz DNA (DNMT), oraz na inhibitory deacetylazy histonéw
(HDAC, ang. histone deacetylase). Do pierwszej mozna zaliczyé takie zwigzki jak
5-azacytydyna (5-aza-CR), 5-aza-'-deoksycytydyna (5-aza-CdR) oraz 1-Beta-D-rybofuranozylo-
2(1H)-pirymidon (Zebularine) [61]. 5-aza-CR i 5-aza-CdR hamujg aktywnos¢ DNMTI,
DNMT3A i DNMT3B juz w mikromolowych stezeniach. Efektem takiego zahamowania jest
demetylacja i aktywacja supresoréw nowotwordw takich jak CDKN2A, czy RB1 (ang.
retinoblastoma protein). Mozna przypuszczaé, iz takie dziatanie mogto by przywrdcié
normalne reakcje komérkom nowotworowym jak np. odpowiedZ na sygnat do apoptozy, co

pozwolito by na opanowanie rozprzestrzeniania sie choroby [62].
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Zebularine zostat zsyntetyzowany w latach 80. XX wieku jako inhibitor deaminazy
cytydynowej. Substancja ta wbudowuje sie w sekwencje DNA, a nastepnie w pierwszym
kontakcie z DNMT trwale je dezaktywuje. Czynnik ten testowany na komérkach in vitro oraz
na modelu mysim wykazat sie wysokg skutecznoscia w hamowaniu aktywnosci DNMT, jak i
rowniez trwatoscig w Srodowiskach o réznym pH, a co najwazniejsze z terapeutycznego
punktu widzenia, niskg toksycznoscia [63].

Do grupy inhibitoréw HDAC o potencjale terapeutycznym zaliczy¢ mozna takie zwigzki
jak: kwas hydroksamowy, trichostatyna A czy kwas walproinowy. Poprzez blokade
aktywnosci HDAC uniemozliwiajg one zniesienie ekspresji gendéw niezbednych do
prawidtowego funkcjonowania komoérki. Wszystkie te czynniki tworzg kompleks z centrum
aktywnym HDAC pozbawiajac to biatko mozliwosci petnienia swojej funkcji [64].

Wszystkie wymienione S$ciezki terapeutyczne poruszajg problem przeciwdziatania
hipermetylacji gendw bedacych supresorami nowotwordw. Brak jest na chwile obecng
doniesien o przeciwdziataniu skutkom niespecyficznie zniesionej metylacji. Ze wzgledu na
wcigz ograniczong wiedze na temat dziatania mechanizméw epigenetycznych kregowcow

trudno jest jednoznacznie powiedzie¢ czy i kiedy takie mozliwosci sie pojawia.
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5. Cele pracy

Niska skuteczno$é obecnie dostepnych terapii przeciwko RMS narzuca potrzebe
poszukiwania alternatywnych metod leczenia tego schorzenia. Dobrze udokumentowana
rola MET w procesie transformacji nowotworowej i przebiegu, sktania do blizszego poznania
mechanizméw sterujgcych jego ekspresjg. Coraz czestsze doniesienia o roli epigenetyki w
progresji nowotworowej, charakter promotora MET oraz bardzo ograniczone wiadomosci z
zakresu wpltywu metylacji jego ekspresje narzucajg pytania, na czes¢ ktérych odpowiedzi

zostang zasugerowane w niniejszej pracy.

5.1 Analiza genetyczna genu MET.

a) Mutacje punktowe (SNP, ang. signle nucleotide polymorphism) w obrebie

promotora
b) Multiplikacje genu MET w obrebie genomu

5.2 Analiza epigenetyczna.

a) Opisanie ,prawidtowego” profilu metylacji w komérkach kontrolnych Opisanie

profili metylacji w liniach RMS Rh18, Rh28, Rh30, RD, CW9019 i SMS.

b) Opisanie zmian profilu metylacji promotora MET pod wptywem warunkéw
srodowiskowych (stres komdérkowy wywotany promieniowaniem, gtodem i
niedoborem tlenowym), oraz pod wptywem czynnikéw stymulujgcych (HGF,

SDF, ITAC, FBS)

5.3  Analiza ekspresji MET.

a) Okreslenie zmian ekspresji MET pod wplywem stresu komodrkowego oraz

czynnikoéw stymulujgcych.
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6 Materiaty i metody

6.1 Hodowle komérkowe

Hodowle komodrkowe linii miesaka prgzkowano komérkowego Rh30, Rh28, Rh18,
CW9019, SMS oraz RD prowadzono w medium DMEM High Glucose (ang. Dulbecco's
Modified Eagle's Medium) z dodatkiem 10% surowicy bydlecej (ang. Fetal Bovine Serum -
FBS), 2 mM L-glutaminy oraz gentamycyny w 37 st. C, w atmosferze 5% CO, i 95%
wilgotnosci powietrza. Linie komérkowe pasazowano 2-3 razy w tygodniu odrywajgc komaérki

od podtoza za pomoca trypsyny.

6.1.2 lzolacja i hodowla komérek prawidtowych

Mioblasty pobierano z ludzkiego ramienia (miesien dwugtowy) poprzez biopsje
igtowa. Pobrane probki byty ptukane w PBS z antybiotykami, oczyszczane z przylegajgcej
tkanki ttuszczowe i sciegien a natepnie ciete na mate kawatki i rozpuszczane w roztworze
kolagenazy typu A (Sigma-Aldrich). Po 40 minutowe] inkubacji w tmp. 37 st. C, trawienie
przerywano poprzez dodanie medium hodowlanego z dodatkiem surowicy. Uzyskang
zawiesine widkien homogenizowano przez pipetowanie po czym wirowano z predkoscig
1500 obrotéw na minutg przez 5 minut. Uzyskany pelet ptukano roztworem PBS a nastepnie
zawieszano w komercyjnym medium SKBM-2 (Lonza). Pierwszy posiew komodrek
wykonywano na naczynia powleczone zelatyng. Medium SKBM-2 wymieniano co trzy dni.
Komorki hodowano az do uzyskania 70% konfluencji. W eksperymentach wykorzystywano

komorki z ok 3 pasazu.

6.1.3 Stres komoérkowy
6.1.3.1Gtodzenie

Komérki poddawane gtodzeniu wysiewano 24h przed ekspozycja w liczbie
pozwalajacej uzyskac¢ ok. 70% konfluencji. Po uptywie 24h hodowle przeptukano roztworem
PBS a nastepnie dodano medium DMEM z dodatkiem 0,5 % bydlecej albuminy (BSA, ang.

Bovine serum albumine).
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6.1.3.2 Hipoksja

Niedotlenienie badano hodujgc komdrki przygotowane, podobnie jak w przypadku
gtodzenia, przez 24h w standardowym medium w szczelnej komorze inkubacyjnej
pozwalajgcej na regulacje sktadu mieszanki gazowej. Stezenie tlenu utrzymywano na

poziomie 0,5%. Test hipoksji wykonano w pracowni profesora Dulaka.

6.1.3.3 Naswietlanie promieniowaniem gamma.

Stres radiacyjny indukowano poprzez naswietlanie zawiesiny komérek dawka 20 Gy
(ekspozycja ok. 2 min). Komérki wysiewano do standardowego medium, a nastepnie

inkubowano w standardowych warunkach przez 24h.

6.1.4 Stymulacja komérek

Pasazowane komorki wysiewano w liczbie pozwalajacej uzyskac ok. 70% konfluencji.
Po 24h komoérki wyciszano poprzez 24h inkubacje w medium DMEM z dodatkiem 0,5% BSA.
Wyciszone komorki przeptukiwano roztworem PBS, a nastepnie inkubowano przez 24h w
medium zawierajgcym jeden z czynnikdw: HGF (20mg/ml), SDF (100mg/ml), ITAC (10mg/ml),
FBS (10%).

6.1.5 Roéznicowanie komorek

Komérki wysiewano w gestosci 3000/cm? do standardowego medium DMEM z
dodatkiem 10% FBS i pozwalano im o0sigs¢ na podiozu przez noc. Nastepnego dnia
rozpoczynano roznicowanie poprzez hodowle w medium DMEM suplementowanym 0,5%
koniska surowicg (HS) oraz TPA (octan 12-O-tetradekanoilo- forbolu-13). Rdznicowanie

prowadzono przez 10 dni wymieniajgc medium co 2-3 dni.

6.2 Ocena poziomu ekspresji MET na powierzchni komorek
6.2.1 Cytofluorymetria przeptywowa - barwienie komoérek

Po inkubacji w odpowiednim $rodowisku, lub z odpowiednim czynnikiem komérki

ptukano roztworem PBS, a nastepnie odrywano od podtoza za pomocg nieenzymatycznego
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czynnika - Cell Dissociation Solution Non-enzymatic 1 x (Sigma-Aldrich). Zebrane komoérki
liczono w komorze Burkera, a nastepnie barwiono przeciwko MET za pomocg mysich
przeciwciat monoklonalnych znakowanych karboksyfluoresceing (R&D Systems). Jako
kontroli izotypowej uzyto mysich przeciwciat IgG1 znakowanych karboksyfluoresceing (R&D
Systems). Do barwienia pobierano 1 x 10° komérek, ktére wirowano przez 5 minut w celu
pozbycia sie medium. Komorki zawieszano w 90 pl roztworu PBS i do tak przygotowane;j
zawiesiny dodawano 10 pl roztworu przeciwciat. Komérki z przeciwciatami inkubowano na
kotysce przez 30 min w 4 st. C. Po uptywie tego czasu komérki dwukrotnie przeptukiwano
roztworem PBS w celu pozbycia sie niezwigzanych przeciwciat. Ostatecznie zawieszajgc w
300 ul PBS i poddawano analizie na cytofluorymetrze przeptywowym FACSCanto (Becton

Dickinson, San Jose, CA, USA). Z komdrkami kontroli izotypowej postepowano analogicznie.

6.2.3 Cytofluorymetria przeptywowa - zbieranie i analiza danych

Dane z urzadzenia FACSCanto zbierano za pomocg oprogramowania BD FACSDiva
Software (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA). Do analizy pobierano 10 x 10° zdarzen
pomiarowych. Ekspresje receptora MET na powierzchni komérek mierzono poprzez
okreslenie $redniej intensywnosci fluorescencji (MFI, ang. mean fluorescence intensity)
badanej populacji komdrek. Zmiany ekspresji MET pomiedzy populacjami danego typu
poréwnywano na podstawie wartosci réznicy MFI komodrek barwionych przeciwko MET, a

MFI komodrek kontroli izotypowej.

6.3 Ocena ekspresji genow za pomocg PCR w czasie rzeczywistym (Real-time PCR)
6.3.1 lzolacja RNA i reakcja odwrotnej transkrypcji

RNA izolowano za pomocg zestawu RNeasy Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA).
Stezenie i czystos¢ uzyskanego materiatu okreslano za pomocg spektrofotometru UV
NanoDrop 1000 (Thermoscientific) poprzez pomiar absorbancji fal o dtugosci 260nm i
280nm. Odwrotng transkrypcje przeprowadzano na 1 pg wyizolowanego RNA za pomocg
odwrotnej transkryptazy wirusa mysiej biataczki - M-MLV (ang. Murine leukemia virus)
(Promega) wedtug dwuetapowego protokotu obejmujgcego:
1) Denaturacje RNA wraz z wolnymi nukleotydami (stezenie korcowe 0,5 mM) i

niespecyficznymi starterami (ang. random primers) (stezenie koncowe 2,5 uM).
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2) W drugim etapie do reakcji dodawano enzym w odpowiednim buforze oraz
pecyficzny inhibitor RNAz - Rnasin (Promega) a nastepnie inkubowano mieszanine
reakcyjng przez 60 min w 37 st. C, kolejny krok: 72 st. C przez 10 min, po czym

temperatura byta obnizana do 4 st. C az do wyjecia prébek z termocyklera.

6.3.2 Reakcja PCR w czasie rzeczywistym (Real-time PCR)

Ocene ekspresji gendw przeprowadzono za pomocy ilosciowej metody PCR w czasie
rzeczywistym w oparciu o specyficzne sondy TagMan (Applied Biosystems, Foster City,
CA,USA) w aparacie ABI PRISM 7300 Sequence Detection System (Applied Biosystems).
Rekcje przeprowadzono z wykorzystaniem gotowej mieszaniny reakcyjnej TagMan Gene
Expression Assay (Applied Biosystems - Life Technologies)

Mieszanina reakcyjna zawierata nastepujace sktadniki:

TagMan Gene Expression Assay 2x Master Mix 10 ul

Specyficzna sonda TagMan 1l
cDNA 100ng
Woda do koncowej objetosci 20 ul

Do oceny ekspresji MET wykorzystano sondy MET (Hs01565589 _m1), jako endogennej

kontroli uzyto sond dla ludzkiego GAPD dostarczone przez Applied Biosystems.

6.4 Analiza genetyczna promotora MET
6.4.1 lzolacja DNA genomowego

Do izolacji DNA genomowego wykorzystano zestaw Cell Culture DNA mini Kit
(QIAGEN). Zebrane za pomocga trypsyny komorki wirowano w celu odptukania medium
hodowlanego. Uzyskany pelet zawieszano w 200 ul PBS. Tak przygotowana zawiesine
komoérek traktowano buforem lizujgcym oraz alkaliczng proteaza. Uzyskany lizat komdrkowy
przepuszczano przez kolumny silikonowe o powinowactwie do kwaséw nukleinowych.
Zwigzane z kolumng DNA eluowano czystg wodg. Stezenie oraz czysto$é pozyskanego

materiatu sprawdzano za pomocg urzgdzenia NanoDrop 1000 (Thermoscientific).
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6.4.2 Amplifikacja fragmentu promotora MET za pomocg PCR

Fragment promotora amplifikowano za pomocg polimerazy Ampli Taq Gold (Applied
biosystems). Z koniecznosci (brak produktu) standardowy protokét proponowany przez
producenta zmodyfikowano poprzez obecnos¢ w mieszaninie ligacyjnej 10% DMSO (WAK-
Chemie Medical GmbH) oraz 1 pl 10x stezonego odczynnika PCR Enchancer Solution
(Invitrogen). Do reakcji uzywano ~300 ng DNA, stezenia koricowe starteréw: 0,25 uM. Prébki
inkubowano wedtug nastepujgcego programu:

Wstepna denaturacja: 95 st. C przez 10 min

40 cykli:

95st.C 60 s
45st. C 40s
72stC 60 s

koricowa elongacja: 72 st. C przez 10 min.
Sekwencje starterow wykorzystanych w reakcji:
F:5'—=CGC CTCTAA CAATGA ACTCC- 3
R:5'-GGCTGG CAATTTTACCTT TCG - 3'

6.4.3 Elektroforeza produktow PCR na zelu agarozowym
Po skorniczonej reakcji PCR do mieszaniny bp ng/20pl ng/A5pl ng/A0pl na/spl
dodawano 4 ul 6x stezonego buforu obcigzajgcego

(Fermentas). Tak przygotowang prébke naktadano

przy napieciu 80 V przez 40 min w buforze TAE.
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oswietleniu UV. Uzyskane produkty PCR wycinano  10plane, &m length gel,
1XTAE, Nfem, 45min

z zelu agarozowego w celu ekstrakcji. Jako marker gysunek 6 Marker wielkoéci wykorzystywany
. L. . podczas elektroforezy na zelu agarozowym
wielkosci wykorzystano Mass Ruler Ladder Mix (www.fermentas.com)

(Fermentas).
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6.4.4 Ekstrakcja produktéw PCR z zelu agarozowego

Produkty PCR ekstrahowano z agarozy za pomocg zestawu QIAquick Gel Extraction Kit
(Qiagen). Bloczki zawierajgce produkt PCR topiono w w buforze QG temp. 50 st. C przez 15
min mieszajac $rednio co 5 min. DNA odzyskiwano na kolumnie silikonowej poprzez elucje za
pomocy czystej wody. Jako$¢ i czystos¢ uzyskanego DNA analizowano za pomocg aparatu

NanoDrop1000 (Thermoscientific), oraz poprzez elektroforeze na zelu agarozowym.

6.4.5 Klonowanie produktéw PCR do wektora pCR 2.1 (Invitrogen)

Klonowanie produktéw PCR wykonano przy uzyciu zestawu Original TA Cloning Kit
(Invitrogen). Metoda ligacji oparta byta o wyposazenie wektora pRC2.1 (Rysunek 8) w lepkie
konice tymidynowe komplementarne do nadbudowanych przez polimeraze Tag koncow

adeninowych (Rysunek 7).

Rysunek 7 Metoda klonowania zastosowana w zestawie TA Cloning KIT (IVITROGEN)

W skfad mieszaniny ligacyjnej wchodzity:

zlinearyzowany wektor pCR 2.1 25 ng

10 x stezony bufor ligacyjny 1l

oczyszczony produkt PCR ilos¢ zalezna od uzyskanego stezenia
ligaza 4U

woda dopetnianie do 10 pl

Reakcja przebiegata przez noc w temp. 14 st C.

llos¢ produktu PCR niezbedng do reakcji obliczono na podstawie uniwersalnego wzoru:

(ilos¢ par zasad produktu PCR)(25 ng wektora pCR 2.1)
(wielko$¢ wektora pCR 2.1 ~3900 bp)

ilos¢ (ng) produktu PCR =
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A B

lacZu ATG "
. Hind 1l Kpn | Sac | BamHI Spe |
M13 Reverse Primer | ! | A T ‘fe

CAG GAA ACA CGCT ATG Aﬂc ATG ATT ACG CCA AGC TTG GIA CCG AGC TCG GAT CCA CTA
GTC CTT TGT CGA TAC TG TAC TAA TGC GGI TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT

ESTK | Em‘JH | EC?H |
GTA ACG GCC GCC AGT GTG CTG GAA TTC GGC TT produkt PCR 4 GCC GAA TTC TGC
CAT TGC CGG CGG TCA CAC GAC CTT AAG CCG AL TT CGG CTT AAG ACG
Ava |
PaeR7 |
EcoRV BsiX | Not | Xho'l Nsi | Xba | Apa |

[ | Il |
AGA TAT CCA TCA CAC TGG CGG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG OCC AAT TCG|CCC TAT

TCT ATA GGT AGT GTG ACC GOC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC |GGG ATA
4

17 Promoter M13 Forward (-20) Primer

AGT GAG TCG TAT TAICAAT TCA |CTG GCC GTC GTT TTA ClAA CGT CGT GAC TGG GAA AAC
TCA CTC AGC ATA AT|GTTA AGT |GAC CGG CAG CAA AAT GTT GCA GCA CTG ACC CTT TTG

Rysunek 8 A) Mapa fragmentu MCS wektora pCR 2.1 B) Mapa wektora pCR 2.1. (INVITROGEN)

6.4.6 Transformacja bakterii kompetentnych wektorem z wklonowanym produktem PCR

Do namnazania wektora pCR 2.1 uzyto chemokompetentnych bakterii E. Coli Dh5a
(Invitrogen). Transformacji dokonano poprzez dodanie do zawiesiny baterii 1ul mieszaniny
ligacyjnej oraz dalszg inkubacje w 4 st. C przez 30 min. Po inkubacji bakterie poddawano
szokowi cieplnemu w tmp. 42 st. C przez 30 s, a nastepnie zawieszano w medium
wzbogaconym SOC (Invitrogen). Tak przygotowang probke inkubowano przez 1,5 h w 37st. C.
Gotowe bakterie wysiewano na ptytki z agarozowg pozywka LB (ang. Lysogeny Broth -
Invitrogen) zawierajgce kanamycyne (Invitrogen) w stezeniu 50ug/ml wraz z dodatkiem 20 ul
syntetycznego analogu galaktozy X-Gal (5-bromo-4-chloro-indolyl-B-D-galactopiranozyd -
Invitrogen) w roboczym stezeniu 20 mg/ml. Ptytki z wysianymi bakteriami inkubowano przez

nocwtmp. 37st. C

6.4.7 Selekcja hodowli bateryjnych i namnazanie plazmidéw w hodowlach ptynnych

Dzieki zastosowaniu wektora pCR 2.1 wyposazonego w mechanizm selekcji
Blue/White oparty na alfa-komplementacji genu galaktozydazy, dokonano wstepnego
wyboru klonéw zawierajacego plazmid z pozgdanym produktem PCR dokonywano w oparciu
wyboru biatych kolonii. Kolejnym etapem byta selekcja klondw bakteryjnych za pomocg PCR.
Metode zoptymalizowano tak, aby mozna byto przeprowadzi¢ reakcje PCR w taki sposdb,
zeby zamiast czystego DNA jako matrycy uzywano kolonii bakteryjnej zawieszonej w czystej
wodzie. Wybrang kolonie bakteryjng pobierano za pomocy sterylnej koncéwki do pipety, a

nastepnie zawieszano w 5 pl czystej wody. Do tak przygotowane] prébki dodawano gotowa
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2 x stezong mieszanine reakcyjng zawierajgcg polimeraze Tag (Euryx) oraz standardowe
startery M13 Fi M13 R.
Warunki reakcji PCR:

Wstepna denaturacja: 5 min 95 st. C

25 cykli:95 st. C 10 s
50st.C 10s
72 stC 60s

Finalna elongacja: 15 min 72 st. C
Rezultaty sprawdzano za pomocg elektroforezy na zelu 1,5 % agarozowym.
Klony bakteryjne, ktére w wyniku selekcji okazaty sie zawiera¢ plazmid z
oczekiwanym produktem PCR, wykorzystywane byty do inokulacji hodowli ptynnych.
Namnazanie plazmidéw przeprowadzono poprzez zaktadanie hodowli w ptynnej
pozywce LB z dodatkiem Ampicyliny o koncowym stezeniu 100 pg/ml. Inokulacji
dokonywano poprzez zawieszenie wybranej kolonii bakteryjnej w szklanej prébowce
hodowlanej zawierajgcej 4 ml medium LB. Przygotowane hodowle inkubowano przez noc w

cieplarce wyposazonej w wytrzasarke (180 rpm).

6.4.8 lzolacja plazmiddéw z ptynnych hodowli bakteryjnych

Do izolacji plazmidowego DNA uzyto zestawu Wizard Plus SV Minipreps DNA
Purification system (Promega). Catonocne hodowle bakteryjne wirowano do uzyskania
peletu (4000 g, prze 10 min), a nastepnie poddawano lizie alkaicznej zgodnie z zaleceniami
producenta. DNA z uzyskanego lizatu izolowano za pomocg kolumn silikonowych, z ktérych
dokonywano elucji za pomocg wody. Oczyszczone DNA plazmidowe sprawdzano pod kgtem
iosciowym i jakosciowym na aparacie NanoDrop 1000 (Thermoscientific) i przechowywano w

tmp. -20 st. C.

6.4.9 Analiza restrykcyjna wektorow plazmidowych

Oczyszczone plazmidy weryfikowano pod katem obecnosci odpowiedniego insertu za
pomocg ciecia enzymem restrykcyjnym EcoRIl. Do mieszaniny reakcyjnej zawierajgcej 1 U
restryktazy EcoRl i 2 ul 10x stezonego buforu reakcyjnego dodawano 500 ng DNA

plazmidowego, dopetniajgc do koricowe]j objetosci 20 ul woda. Rekcje przeprowadzano w 37
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st. C przez 120 min. Rezultaty sprawdzano za pomocg elektroforezy na 1,5% zelu

agarozowym.

6.4.10 PCR sekwencyjny na matrycy wektora pCR 2.1 z wklonowanym fragmentem
promotora MET

Poddane weryfikacji wektory, zawierajgce fragment promotora MET,
sekwencjonowano za pomocg zestawu odczynnikdw BigDye Terminators v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems) suplementowanych dodatkiem DMSO. W sktad

mieszaniny reakcyjnej wchodzito:

BidDye Terminator MIX 4 ul

BigDye Terminator Sequencing Buffer 2 ul

startery M13 F/R 3,2 pmol

DMSO 2 ul

DNA plazmidowe do objetosci 20 ul

Sekwencje starteréw M13:

M13 F: 5'- GTT GTA AAA CGA CGG CCA GT - 3'

M13 R :5'- CAG GAA ACA GCT ATG ACC - 3'

Przebieg reakcji zgodnie z zaleceniami producenta zestawu do sekwencjonowania:

Wstepna denaturacja: 1 min 96 st. C

25 cykli:

96 st. C 1 min
50st.C 5s
60 st. C 4 min

6.4.11 Oczyszczanie produktow sekwencyjnego PCR

Produkty sekwencyjnego PCR oczyszczono za pomocy precypitacji DNA w roztworze
etanolu. Pierwszym krokiem oczyszczania byto dodanie do zakoriczonej reakcji 5 pl 125 mM
roztworu EDTA, a nastepnie 60 pul czystego etanolu. Tak przygotowang mieszanine
inkubowano w ciemnosci przez 15 min, po czym wirowano przez 30 min (2200 g) w temp.
pokojowej. Odwirowane probki ptukano roztworem 70% etanolu i po raz kolejny wirowano

przez 15 min 1450 g w 4 st. C. Po wirowaniu $ciggano supernatant i suszono osadzone na
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dnie prébowek pelety DNA przez ok. 15 min w ciemnosci. Osuszone probki zawieszano w

czystym formamidzie.

6.4.12 Rozdziat sekwencyjny produktéow PCR

Oczyszczone i zawieszone w formamidzie produkty PCR inkubowano minimum 10
min w temp pokojowej w celu doktadnego rozpuszczenia, a nastepnie poddawano 10 min
denaturacji w temp 95 st. C. Denaturowane prébki natychmiast schtadzano na lodzie w celu
unikniecia ich ponownej renaturacji. Rozdziat sekwencyjny wykonywano przy pomocy
aparatu ABI Prism 310 (Applied Biosystems) wyposazonego w 61 cm kapilare wypetniong
polimerem POP6 (Applied Biosystems). Uzyskane elektroferogramy analizowano za pomoca

oprogramowania Sequencing Analysis 3.1.2 software (AppliedBiosystems).

6.4.13 Analiza danych z sekwencjonowania

Uzyskane sekwencje sprawdzano pod katem jakosci rozdziatu przy pomocy programu
Ridom Trace Edit (Ridom Bioinformatics), a nastepnie uliniawiano przy pomocy
oprogramowania CLC free Workbench 6.5.4. i zestawiano z sekwencja referencyjng o
numerze NW_923640. Sekwencja consensus z 3 przeanalizowanych klondéw zostata

przeszukana pod katem mutacji punktowych.

6.5  Analiza epigenetyczna promotora MET
6.5.1 Konwersja DNA genomowego przy pomocy wodorosiarczynu sodu.

Aby okresli¢ profil metylacji sekwencji genetycznej niezbedna jest modyfikacja
chemiczna genomowego DNA za pomocg wodorosiarczynu sodu (SBS, ang. sodium bisulfite
sequencing). Traktowane tym odczynnikiem DNA wchodzi w reakcje, w wyniku ktérej reszty
cytozynowe sg konwertowane do reszt uracylowych (Rysunek 9). Reakcja ta nie zachodzi jesli

reszta cytozynowa jest metylowana w pozycji 5 [65].
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Rysunek 9 Mechanizm konwersji DNA traktowanego wodorosiarczynem sodu [65].

Konwertowane DNA zawiera zatem 5 rdznych par zasad: A, T, G, U, 5m-C, ponadto nie jest
juz czasteczka skfadajacg sie z dwdch komplementarnych nici. DNA Traktowane
wodorosiarczynem sodu jest czasteczka jednoniciowa.

W referowanym projekcie do konwersji genomowego DNA wykorzystano zestaw
odczynnikéw EpiTect Bisulfite Kit (QIAGEN). Sktad mieszaniny reakcyjnej byt nastepujacy:
DNA genomowe 500 ng (w objetosci 20pl)

Bufor zawierajgcy wodorosiarczyn sodu 85 ul
Bufor stabilizujgcy DNA (Protect buffer) 35 ul

Reakcja przebiegata wedtug nastepujgcego cyklu:

95st.C 5 min
60st. C 25 min
95st.C 5 min
60 st. C 85 min
95st.C 5 min
60 st. C 175 min

Po zakonczeniu cyklu inkubacji prébki oczyszczano za pomocg kolumn silikonowych.

Konwertowane DNA przechowywano w -80 st. C w buforze elucyjnym (QIAGEN).

6.5.2 Reakcja PCR na matrycy DNA traktowanego wodorosiarczynem sodu.

W celu amplifikacji fragmentéw promotora MET konwertowanych za pomocg SBS
korzystano z polimerazy Taq (Applied Biosystems / Life Technologies) suplementowanej 2 pl
5% roztworu glicerolu zawierajgcego 5 mg/ml BSA. W zwigzku z brakiem mozliwosci

okreslenia stezenia konwertowanego DNA za pomoca spektroskopu UV, do reakcji uzyto
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eksperymentalnie zoptymalizowang ilos¢ eluatu - 1 ul przy finalnej objetosci prébki 20 pl.
Ponizej przedstawiono sekwencje wykorzystanych starteréw:

F:5 -TTTTAGATTGTTTGAGTTGGG - 3°

R:5'- ACAAACCCCATTCTAATTTC - 3'

Startery projektowano przy pomocy oprogramowania Methyl Primer Express (Applied
Biosystems).

Przebieg reakcji PCR byt nastepujacy:

Wstepna denaturacja: 96 st. C 10 min
30 cykli:

96s st. C 1 min

58st.C 2 min

70st.C 3 min

Koncowa elongacja: 72 st. C 15 min

Rezultaty reakcji sprawdzano za pomoca elektroforezy w 1,5% zelu agarozowym.

6.5.3 Sekwencjonowanie DNA traktowanego wodorosiarczynem sodu.

Uzyskane produkty PCR oczyszczano i klonowano do wektora pCR 2.1 analogicznie do
opisanych wczesniej protokotdw. PCR sekwencyjny wykonywano wykorzystujgc startery
M13F i M13R. W sktad mieszaniny reakcyjnej wchodzit:

BigDye Terminator MIX 8 ul
starter M13 F/R (5 uM) 0,7 ul
DNA plazmidowe 11,3 ul

Przebieg reakcji byt nastepujacy:

Wstepna denaturacja: 96 st. C 1 min
30 cykli:

96 st.C 10s

50st.C 4 min

Uzyskane produkty PCR oczyszczano poprzez precypitacje etanolem, nastepnie
zawieszano w formamidzie i rozdzielano w aparacie do sekwencjonowania ABI Prism 310
(Applied Biosystems). Surowe dane z aparatu analizowano za pomocg zdalnie dostepnego

oprogramowania PeakTrace:Box Basecaller System (Nucleics). Uzyskane sekwencje wstepnie
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obrabiano i katalogowano w programie CLC Workbench. Koncowa analiza, potaczona z
generowaniem diagramow obrazujgcych wzory metylacji DNA w analizowanych
sekwencjach, wykonywana byta za pomocg zdalnie dostepnego programu
QUMA: quantification tool for methylation analysis (Laboratory for Mammalian Epigenetic

Studies, Center for Developmental Biology, RIKEN).

6.6 Analiza statystyczna

Wyniki przedstawiono jako S$rednie arytmetyczna z powtdrzen. Stupki btedow

wyznaczano na podstawie wartosci odchylenia standardowego (SD).
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7 Wyniki

7.1 Ekspresja MET w liniach miesaka prazkowanokomérkowego

Ekspresje MET w komodrkach RMS badano na dwdch ptaszczyznach: jako faktyczng
ekspresje receptora na powierzchni komérki - za pomocy cytofluorymetrii przeptywowej
(FACS) oraz jako ilos¢ wyprodukowanego mRNA, przy pomocy real-time PCR. Pomiary
wykonano w dwdch powtdrzeniach na komdrkach bedacych w ciggtej hodowli. Rezultaty
uzyskane dla réznych linii zestawiono w celu poréwnania z wynikami zdrowych mioblastéw,

ktére w przedstawianym toku eksperymentéw postuzg jako kontrole.

Rh28 Cws019

czestosé

mioblasty

I - kontrola izotypowa

I - przeciwciata anty-MET

MET - FITC

Rysunek 10 Histogramy przedstawiajgce wyniki analizy cytofluorymetryczne;.
Analiza FACS wykazata ekspresje MET we wszystkich badanych liniach (Rysunek 10).
W celu precyzyjnego oznaczenia réznic w iloSci prezentowanego receptora na powierzchni

komérek, pordwnano S$rednig intensywnos¢ fluorescencji (MFI) barwionych komodrek
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(Rysunek 11). Na podstawie uzyskanych danych stwierdzono, iz wzgledem komodrek
prawidtowych znaczgco wyiszg ekspresje MET wykazuja komodrki Rh30, Rh28, CW9019
bedace liniami podtypu alweolarnego. W liniach podtypu embrionalnego SMS i RD ustalono
podobng ilos¢ receptora jak w mioblastach. Komarki linii Rh18 wykazaty posredni poziom
ekspresji MET pomiedzy liniami ARMS a ERMS. Srednia fluorescencja tej linii byta ponad
2-krotnie wyzsza niz w komdrkach prawidtowych, jednakze ponad 2-krotnie nizsza niz w

komarkach linii podtypu ARMS.

350 -~
300 -

250 -

200 -
150 -
100 T I

Rh30 Rh28 CW9019 Rh18 mloblasty

w
o
1

Srednia intensywnos¢ fluorescencji [j.u]

o

Rysunek 11 llosciowe poréwnanie ekspresji MET w liniach RMS.

Analiza ilosciowa izolowanego z komdérek mRNA (Rysunek 12) potwierdzita wyniki
uzyskane za pomocg FACS dotyczace roznej ekspresji MET w komérkach podtypu ARMS oraz
ERMS. Stwierdzono natomiast réznice pomiedzy liniami danego podtypu. Wsréd linii ARMS
najwiecej mRNA dla receptora MET wykryto w komérkach CW9019. Dodatkowo linie ERMS
wykazaty sie nizszym poziomem mRNA niz komorki prawidtowe. Po raz kolejny komarki linii
Rh18 wykazaty odrebny charakter prezentujagc podobny poziom mMRNA jak komorki

prawidtowe.
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Rysunek 12 Ekspresja MET mierzona na pfaszczyznie wykrytego w komérkach mRNA.
7.2 llos¢ kopii genu MET

Podwyzszona ekspresja genu moze by¢ spowodowana zwielokrotnieniem jego kopii
w obrebie genomu. Za pomoca real-time PCR, wykorzystujgc zestaw odczynnikéw TagMan®
Copy Number Assay (Applied Biosystems), zbadano czy w liniach RMS nie wystepuje
multiplikacja genu MET.
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Rysunek 13 Analiza ilosci kopii genu MET w DNA genomowym komérek RMS.

Badanie przeprowadzono na 4 partiach DNA izolowanego z komérek prawidtowych
oraz RMS. Aby moizliwie zwiekszy¢é precyzje pomiaru, kazdg probe wykonano w 4
powtdrzeniach. Rezultat znormalizowano wzgledem komérek prawidtowych. Na podstawie
uzyskanych wynikow stwierdzono prawdopodobng multiplikacje MET w liniach Rh30 oraz

SMS.
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7.3 Analiza genetyczna promotora MET

Na poziom ekspresji genu mogg wptywa¢ mutacje wystepujace na obszarze
kontrolujgcego go promotora. W celu wykrycia ewentualnych zmian promotora MET
wklonowano go do wektora pCR2.1 a nastepnie sekwencjonowano. tacznie wykryto trzy
mutacje z czego jedna wystgpita w czterech z sze$ciu badanych linii: Rh30, Rh18, SMS i RD.
Wspdlna mutacja obejmowata substytucje nukleotydowg A -> C w pozycji -304 wzgledem
miejsca poczatku transkrypcji. Zamiana to prowadzi do likwidacji sekwencji consensus tzw.
E-BOX, rozpoznawanego przez czynnik MRF4 (ang. myogenic regulatory factor). Kolejne
mutacje wystgpity wytgcznie w komaérkach linii Rh28. Pierwsza z nich znajduje sie w pozycji
291, 2bp przed kolejnym E-BOX, jednak analiza in silico nie wykazata zadnych konsekwencji
tej substytucji. Druga zmiennos$¢ zostata wykryta w formie heterozygotycznosci, ktérg mozna

réwniez interpretowacd jako zmiennos¢ populacyjng w badanej puli DNA.

7.4  Analiza zmian metylacji promotora MET.

Metylacja reszt cytozynowych jest jednym z czynnikdw wptywajgcych na aktywnos¢
gendéw. Za pomocg sekwencjonowania DNA traktowanego wodorosiarczynem sodu (BSP -
ang. bisulfite sequencing PCR) sporzgdzono mapy epigenetyczne promotora MET dla linii

RMS oraz dla komérek prawidtowych.

7.4.1 Optymalizacja BSP

W celu ustalenia wzoru metylacji sekwencji DNA, konieczne jest sekwencjonowanie
badanego fragmentu po potraktowaniu jej wodorosiarczynem sodu. Pozyskanie materiatu do
sekwencjonowania tj. fragmentu konwertowanego DNA wklonowanego do wektora pCR2.1
wymaga przeprowadzenia amplifikacji pozadanego fragmentu DNA za pomocy PCR.
Charakter konwertowanej matrycy (wszystkie nie metylowane reszty cytozynowe zostajg
zamienione na reszty uracylowe) utrudnia pozyskanie specyficznego amplikonu z
wydajnoscia pozwalajgcg na pdiniejsza ligacje. Korzystajagc ze standardowego protokotu
reakcji PCR dostarczonego przez producenta uzywanej polimerazy nie uzyskano zadnego
produktu (Rysunek 14 A). Dopiero dodatek mieszaniny 5% glicerolu , suplementacja BSA,

oraz wydtuzenie czasu annealingu oraz elongacji daty rezultat w postaci wyraznych
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produktow (Rysunek 14 B), ktére ostatecznie wyciete i wyekstrahowane z zelu agarozowego

po rozdziale elektroforetycznym umozliwity skuteczng ligacje (Rysunek 14 C).

Rysunek 14 Optymalizacja PCR na matrycy traktowanej wodorosiarczynem sodu

Kolejng napotkang przeszkodg okazata sie sekwencyjna reakcja PCR z wykorzystaniem
dideoksy nukleotyddow. Poczgtkowe elektroferogramy "urywaty sie" po ok. 150 bp, co
sugerowato prawdopodobne zeslizgiwanie sie polimerazy z matrycy (Rysunek 15 A). W celu
rozwigzania tego problemu pominieto krok elongacji ze standardowego programu
zalecanego przez producenta zestawu do sekwencjonowania i zastgpiono go 4 min krokiem
annealingu: 50 st. C. Dzieki temu uzyskano petne elektroferogramy, ktére jednak obarczone
byty bardzo wysokim poziomem szumu (Rysunek 15 B) co uniemozliwiato jednoznaczny
odczyt badanej sekwencji. Rozwigzanie tego problemu przyniosto wykorzystanie,
dodatkowego oprogramowania do analizy sygnatu z aparatu sekwencjonujgcego - Peak Trace

Online (Nucleics) (Rysunek 15 C).

Rysunek 15 Optymalizacja sekwencjonowania DNA traktowanego wodorosiarczynem sodu. A) Rozdziat produktéw PCR
wykonanego zgodnie z zaleceniami producenta. B)Rozdziat produktéw po optymalizacji reakcji PCR sekwencyjnego.
C) Wynik optymalizacji analizy sygnatu z sekwenatora.
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7.4.2 Profil metylacji promotora MET w komérkach RMS

Zestawienie profili metylacji promotora MET w komdrkach linii RMS hodowanych w
petnym medium DMEM ujawnito obecnosé¢ dwdch lokalizacji, ktérych metylacja wystgpita w
kazdej z badanych linii wtgcznie z komérkami prawidtowymi (Rysunek 16 A i B). Pierwsza z
nich (A) pofozona jest w -17 za$ druga w 286 wzgledem miejsca startu transkrypcji. Z
pomocg analizy in-silico udato sie wykryé w promieniu 10 bp od wspomnianych pozycji
sekwencje consensus dla dwéch rodzajéw domen wigzacych DNA: GCM (ang. glial cell
missing domain) w przypadku pozycji -17 oraz domeny o charakterze palca cynkowego - ZF5-

POZ w miejscu 286.

() - nie metylowane @ - metylowane

Rysunek 16 Zestawienie profili metylacji promotora MET w komérkach linii RMS typu dzikiego.

Metylacje pozycji 286 wykryto w zdecydowanie wiekszej ilosci przebadanych klonéw
niz w przypadku pozycji -17. Poziom metylacji promotora MET w komdrkach linii SMS jest
widocznie nizszy niz w przypadku innych linii. Metylacja pozycji -17 w komdrkach linii Rh18

zostata wykryta w relatywnie mniejszej liczbie badanych klondéw niz w pozycji 286.
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7.5 Wptyw czynnikéw wzrostowych na ekspresje MET oraz na wzor metylacji jego
promotora w komérkach RMS

Czynniki wzrostowe aktywujgce wewnetrzne kaskady sygnatowe w komédrce, moga
mie¢ istotny wptyw na modulacje ekspresji gendw. W celu sprawdzenia korelacji ekspresji
MET z aktywacjg innych Sciezek sygnatowych przeprowadzono szereg stymulacji wyciszanych
komorek linii RMS. Uzyskane wyniki zestawiono ze stworzonymi mapami metylacji badanej

sekwencji promotora MET.

7.5.1 Surowica

W zwigzku z ogromng iloscig potencjalnych czynnikéw wzrostowych, mogacych mieé
wptyw na komérki RMS, postanowiono do stymulacji wykorzysta¢ bydlecy surowice, bedaca

mieszaning trudnej do okreslenia, lecz bez watpienia licznej grupy tych biatek.
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Rysunek 17 Wptyw stymulacji surowica na ekspresje MET
Efekt symulacji za pomocg FBS mierzono poprzez zmiane ekspresji MET na
powierzchni komorek (FACS), oraz poprzez iloSciowy pomiar mRNA dla MET w badanych
komédrkach. Wyniki przedstawiono jako procent ekspresji zmierzony w komorkach
kontrolnych, tj. hodowanych w medium DMEM suplementowanym 0,5% BSA.
W przypadku w niemal wszystkich badanych linii stymulacja FBS zaowocowata

zwiekszong w podobnym stopniu ekspresjg receptora MET na powierzchni komoérek.
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Wyjgtek w badanej grupie stanowita linia Rh18, ktdra zarowno pod wzgledem
wykrytego na powierzchni receptora oraz ilosSci mRNA zachowata stan zblizony do komdrek
kontrolnych. W liniach CW9019 oraz SMS odnotowano najwyzszy, prawie 3-krotny wzrost

poziomu mRNA (Rysunek 17).
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Rysunek 18 Wptyw stymulacji surowica na metylacje promotora MET.
Analiza panelu metylacji promotora MET, nie wykazata wyraznych zmian. We
wszystkich liniach nadal metylowane sg pozycje -17 oraz 286. W liniach CW9019, Rh18 oraz
SMS wykryto klony ze zdemetylowang pozycja -17 oraz w przypadku linii Rh18 i SMS klony z

catkowicie zdemetylowang sekwencjg promotora.

7.5.2 Czynnik wzrostu hepatocytow (HGF)
Zmiana ekspresji MET w komérkach linii RMS po stymulacji HGF okazata sie by¢

zaskakujgca. We wszystkich badanych komérkach ilo$é wykrytego na powierzchni receptora

spadta o ok. 50% (Rysunek 19). Zblizony spadek odnotowano tez na poziomie mRNA, jednak
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Rysunek 19 Wptyw stymulacji HGF na ekspresje MET w komdrkach RMS
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jedynie w liniach: Rh30, Rh18 i RD. Komorki linii Rh28, CW9019 oraz SMS zareagowaty na
stymulacje czynnikiem wzrostu hepatocytéw 150-200% wzrostem poziomu mRNA.

24h inkubacja komérek miesaka w obecnosci HGF wplyneta na zmiane wzoru
metylacji promotora MET niektérych podtypdw (Rysunek 20). Demetylacje zaobserwowano w
liniach Rh30 oraz Rh18. Linie RD oraz Rh28 pozostaty bez zmiany, natomiast w liniach
CW9019 i SMS doszto do zmiany profilu metylacji. W przypadku linii CW9019 demetylacji
ulegta pozycja -17. Dodatkowo 5-metylo cytozyne wykryto w nowej jak dotad pozycji 337,
bedacej miejscem potencjalnie kompatybilnym z szeregiem czynnikéw takich jak: MZF-1
(ang. myeloid zinc finger factor-1), czynnik elementu kompleksu preinicjacyjnego polimerazy
Il B (ang. RNA polymerase Il transcription factor Il B) oraz czynniki z grupy MAZ (ang. Myc

associated zinc fingers).

() - nie metylowane @) - metylowane

Rysunek 20 Wptyw stymulacji HGF na metylacje promotora MET w komérkach linii RMS
Wyraznej zmianie ulegt tez profil metylacji promotora w komérkach linii SMS.
Demetylacji ulegly pozycje -17 i 286, natomiast metylacje wykryto w dwdch innych
pozycjach: 361, z ktérg nie udato sie skorelowaé zadnych czynnikéw transkrypcyjnych, oraz
pozycja 393 znajdujgca sie w regionie rozpoznawanym przez takie czynniki jak biatka z grupy
PPAR (ang. peroxisome proliferator-activated receptor) oraz NBRE (ang. nerve growth factor

IB response element).

7.5.3 Czynnik zrebu 1 (SDF-1)

SDF-1 podobnie jak HGF jest czynnikiem wptywajgcym na ruchliwo$é komorek RMS.
Ponadto wiadomo, ze 0$ HGF/MET stymuluje ekspresje zaréwno SDF-1 jak i jego receptora
CXCR4 [66].

W wyniku aktywacji CXCR4 komorki wiekszosci linii RMS (Rh30, Rh28, CW9019 i RD)

zachowaty zblizong do kontroli ilos¢ receptora MET. Odmienng reakcje odnotowano w
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przypadku komorek linii Rh18 gdzie odnotowano ok. 20% wzrost ekspresji MET oraz SMS
gdzie dat sie zauwazy¢ ok 50% spadek ekspresji badanej za pomocg FACS, co ciekawe w
wyniku analizy real-time PCR stwierdzono ponad 50% wzrost poziomu mRNA dla MET

(Rysunek 21).
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Rysunek 21 Wptyw stymulacji SDF-1 na ekspresje MET w komérkach linii RMS

Analizujgc panel metylacji komodrek linii RMS poddanych stymulacji SDF-1,
stwierdzono catkowita demetylacje promotora w liniach Rh30, CW9019. Linie Rh28 i Rh18
zachowaty status komérek hodowanych w warunkach normalnych. Wynik zaobserwowany w
komédrkach podtypu RD widoczny w jednym klonie na trzy analizowane, jest

najprawdopodobniej artefaktem i powinien by¢ traktowany jako catkowita demetylacja.
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Rysunek 22 Wptyw stymulacji SDF-1 na metylacje promotora MET w komérkach linii RMS
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7.5.4 Chemokina CXCL 11 (ITAC)

llos¢ MET na powierzchni komodrek traktowanych ITAC pozostata bez zmian w
porownaniu z komérkami kontrolnymi. Odchylenia od kontroli zaobserwowano natomiast
monitorujgc poziom mRNA dla MET. Najwiekszy spadek ekspresji MET zaobserwowano w
komodrkach Rh30 (ok 50%). Obnizony poziom mRNA dla MET wykryto réwniez w linii RD.
Natomiast linie CW9019 oraz SMS zareagowaty ok. 25% wzrostem ekspresji MET na

poziomie mRNA (Rysunek 23).
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Rysunek 23 Wptyw ITAC na ekspresje MET w komérkach linii RMS

Aktywacja receptora CXCR7 spowodowata catkowitg demetylacje promotora MET w
komdrkach linii CW9019. Zmiany metylacji wykryto w liniach Rh28 oraz Rh18. W pierwszej z
wymienionych  metylowana jest jedynie pozycja 7 zawarta w sekwencji consensus
rozpoznawanej przez czynniki transkrypcyjne zwigzane z kaskada sygnatowa biatek SMAD.
W komérkach linii Rh18 metylacje wykryto wytgcznie w pozycji -118 lezgcej w bezposrednim
sgsiedztwie miejsca wigzania biatek z rodziny Gli. Komérki linii Rh30, SMS i RD zachowaty

profil metylacji komérek hodowanych w warunkach standardowych.
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Rysunek 24 Wptyw stymulacji SDF-1 na metylacje promotora MET w komdrkach linii RMS

7.6  Wptyw stresu komorkowego na ekspresje oraz profil epigenetyczny promotora MET

7.6.1 Wptyw braku czynnikow wzrostowych, hodowla w medium suplementowanym
0,5% BSA

Niedobdr substancji odzywczych oraz czynnikdw wzrostowych moze towarzyszyé
komérkom nowotworowym znajdujgcym sie w centralnych czesciach guza. Czesto zdarza sie,
ze tempo wzrostu tkanki nowotworowej jest duzo szybsze niz rozwdj sieci naczyn
krwionosnych zasilajacych jej strukture.

Podobny stres towarzyszyt badanym komérkom, ktére w procesie wyciszania
poprzedzajgcym stymulacje hodowane byty w medium suplementowanym jedynie 0,5% BSA

zamiast 10% FBS.
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Rysunek 25 Wptyw niedoboru czynnikow wzrostowych na ekspresje MET w komadrkach linii RMS
Przeprowadzone badania wykazaty ok. 20% spadek ekspresji MET na powierzchni
wszystkich badanych komérek. Podobne rezultaty przyniosta analiza pozioméw mRNA dla

MET (Rysunek 25).
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Analiza profilu metylacji promotora MET wykazata niemal catkowitg demetylacje

badanej sekwencji w komadrkach linii Rh30, CW9019 oraz SMS (Rysunek 26).

() - nie metylowane @ - metylowane

Rysunek 26 Wptyw niedobory czynnikéw wzrostowych na profil metylacji promotora MET w komérkach linii RMS

7.6.2 Wptyw hipoksji, hodowla w warunkach niedoboru tlenowego

Niedobdr tlenu jest czynnikiem stresowym na ktdry eksponowane sg komorki
zaréowno nowotworowe jak i komorki zdrowe. W przypadku komérek nowotworowych
istotnym jest wptyw niedotlenienia komérek znajdujacych sie wewnatrz guza na ich
ekspresje gendw mogacych indukowac proces przerzutowania. Do gendw takich z pewnoscig
zalicza sie MET.

Przeprowadzone badania wykazaty ok. 50% wzrost ekspresji MET we wszystkich
komoérkach linii podtypu pecherzykowatego. W przypadku komodrek Rh30 podniesiong
ekspresje wykryto jedynie na poziomie mRNA, natomiast w przypadku komadrek linii Rh28 i

CW9019 wytgcznie na powierzchni btony komorkowe;j.
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Rysunek 27 Wptyw hipoksji na poziom ekspresji MET w komérkach RMS.
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Posrod komodrek podtypu embrionalnego ok. 50% spadek ekspresji odnotowano w
komarkach linii RD (zaréwno na powierzchni komorki jak i na poziomie mRNA), oraz w linii
Rh18 (jedynie na poziomie mRNA). Komérki linii SMS zareagowaty, podobnie jak komérki
podtypu alweolarnego, ok 50% wzrostem ekspresji MET wykrytym jednak tylko na

powierzchni btony komérkowej (Rysunek 27).

() - nie metylowane (@ - metylowane

Rysunek 28 Wptyw hipoksji na profil metylacji promotora MET w komérkach RMS

W wyniku ekspozycji komérek RMS na warunki niedoboru tlenowego
zaobserwowano catkowitg demetylacje sekwencji promotora MET u niemal wszystkich
badanych linii. Wyjatkiem byfa jedynie linia SMS w ktérej doszto do reorganizacji profilu
metylacji w wyniku ktérej demetylacji ulegty lokalizacje -17 oraz 286, natomiast metylowana
zostata pozycja -109 znajdujgca sie w bezposrednim sgsiedztwie sekwencji wigzgcej biatka z

rodziny GLI.

7.6.3 Wptyw promieniowania gamma, hodowla komoérek naswietlanych
Naswietlanie promieniowaniem jonizujgcym jest jednym z podstawowych elementéw
terapii przeciwnowotworowej, jego wptyw na poziom ekspresji MET w komérkach RMS jest

bardzo istotny z klinicznego punktu widzenia.

Rysunek 29 Wptyw réznych dawek promieniowania na komérki Rh30
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Komoérki naswietlano dawkg 20 Gy, najnizszg majgcg wyraznie hamujgcy wptyw na
wzrost badanych komoérek (Rysunek 29). Potraktowane dawka 20 Gy, linie RMS, zareagowaty
wzrostem ilosci czgsteczek MET na swojej powierzchni (Rysunek 30). Procentowo wzgledem
komodrek kontrolnych wzrost ten byt wiekszy w komérkach podtypu embrionalnego: ok 2-

krotny w liniach SMS i RD oraz prawie 3 krotny w linii Rh18.
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Rysunek 30 Wptyw promieniowania jonizujgcego na ekspresje MET w komdérkach RMS

Wzrost odnotowano réwniez na powierzchni komérek podtypu alweolarnego
mniejszy ok 20% na komodrkach Rh30 i Rh28 oraz ok 70% na komdrkach linii CW9019.
Zupetnie inny obraz przedstawita analiza poziomu mRNA w badanych liniach. W wyniku
przeprowadzonych naswietlan produkcja matrycy dla MET spadfa o ok 50% lub wiecej we

wszystkich liniach za wyjgtkiem komérek Rh30.

() - nie metylowane @ - metylowane

Rysunek 31 Wptyw promieniowania jonizujgcego na metylacje promotora MET w komérkach RMS
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Analiza profilu metylacji wykazata catkowita demetylacje promotora MET w
komdrkach Rh30, Rh28, CW9019 oraz RD. W linii Rh18 metylacje wykryto w opisanych juz
pozycjach -17 i 286 oraz w pozycji 44 znajdujacej sie w obrebie motywu rozpoznawanego
przez rodzine biatek aktywatorowych E2F. Promotor w linii SMS metylowany byt jedynie w
pozycji 238 zawierajgcej motyw rozpoznawany przez biatko GCF, bedgce czynnikiem

represyjnym promotora genu receptora EGF (ang. epidermal growth factor).

7.7  Wptyw réznicowania na poziom ekspresji MET

Wiele komérek réznego rodzaju linii nowotworowych zachowuje pewien potencjat do
réoznicowania, ktére w konsekwencji moze ograniczac ich zdolnos¢ do dalszego wzrostu oraz
przerzutowania [67]. Od lat prowadzone s proby majace na celu wykorzystanie tej
wiasnosci w celach terapeutycznych. Badania nad réznicowaniem komérek RMS wykazaty
szereg zamian w ekspresji gendw prowadzgcych min. do rozwiniecia miotubularnych struktur
oraz zmiany morfologii komérek. Zmienione komarki charakteryzuje znikoma mobilno$é oraz

brak zdolnosci do proliferacji.

7.7.1 Réznicowanie mioblastow

W celu zbadania przebiegu réznicowania w komdrkach prawidtowych, pobrane od
pacjentdw mioblasty (Rysunek 32 A), hodowano przez 10 dni w medium DMEM
suplementowanym 2% korska surowicg oraz TPA. Po 5-ciu dniach, badane komérki, zmienity
SW0j3 Wzajemng orientacje na rownolegtg oraz morfologie (Rysunek 32 B) wydtuzajgc sie. W
ciggu kolejnych 5-ciu dni zaobserwowano sarkomeryczne struktury powstajgce w wyniku

zlewania sie pojedynczych komorek (Rysunek 32 C).

A x4 .

Rysunek 32 Zmiana morfologii mioblastéw pod wptywem medium réznicujgcego
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Obserwujgc caty obszar hodowli stwierdzono, iz proces réznicowania zachodzi w
wiekszosci badanej populacji. Sarkomeryczne struktury mozna obecne byty na catej
powierzchni naczynia hodowlanego (Rysunek 33 B). Wybarwienie badanych komodrek za

pomocg eozyny pozwolito zaobserwowac akumulacje jader komérkowych w powstajgcych

syncytiach (Rysunek 33 C).

Rysunek 33 Wptyw réznicowania na mioblasty. A) Komaérki nie réznicowane B) Komoérki z 10-tego dnia réznicowania.
C) Réznicowane mioblasty barwione eozyna. Strzatkami oznaczono wielojadrzaste struktury sarkomeryczne.

Badanie rdznicowanych komodrek za pomocg cytometrii przeptywowej
wykazato spadek ekspresji MET na ich powierzchni w porédwnaniu z komodrkami nie
réznicowanymi (Rysunek 34 A, B). Analiza poziomu mRNA (Rysunek 34 C), oraz analiza
epigenetyczna statusu metylacji promotora (Rysunek 35) genu MET nie wykazaty zadnych

zmian w nastepstwie réznicowania.
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M real-time PCR poziom mRMNA dla MET

Rysunek 34 Wptyw réznicowania na ekspresje MET w mioblastach. Ekspresja powierzchniowa, detekcja za pomoca
cytometrii przeptywowej. A) Komarki nie réznicowane. B) komorki réznicowane. C) Analiza poziomu mRNA w badanych
komérkach.
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Rysunek 35 Wptyw réznicowania na metylacje promotora MET w mioblastach.

7.7.2 Réznicowanie komérek miesaka prazkowanokomdrkowego.

Komorki linii RMS pod wptywem medium réznicujgcego, zmienity swojg morfologie z
wrzecionowatej na bardziej wydtuzong (Rysunek 36). W pordwnaniu z mioblastami, linie
RMS réznicowaty w znacznie mniejszym stopniu. Po uptywie 10 dni, w warstwie komérek
wcigz mozna byto zauwazy¢ komorki nie zrdézinicowane. Rzadziej tez, niz w przypadku
mioblastéw, dochodzito do zlewania sie komdrek. Analiza FACS wykazata widoczny spadek
ekspresji receptora HGF na powierzchni komérek linii Rh28, CW9019 oraz RD (Rysunek 37).

Przeciwny wynik data analiza ekspresji MET na poziomie mRNA, ktéra wykazata
znaczy wzrost ekspresji we wszystkich badanych liniach (Rysunek 38). Poniewaz w skfad
medium rdznicujgcego wchodzi TPA, ktdéry wedtug dostepnych publikacji jest silnym
aktywatorem promotora MET [68], przeprowadzono 24h stymulacje badanych komdrek
majacg wykaza¢ wplyw obecnosci TPA na ekspresje receptora MET. Na podstawie
uzyskanych wynikéw ustalono, iz obecnos¢ TPA w medium hodowlanym powoduje niemal
3-krotny wzrost ekspresji MET w komédrkach podtypu alweolarnego oraz ok. 2-krotny wzrost
w komorkach podtypu embrionalnego (Rysunek 38 B). Na podstawie analizy profilu metylacji
promotora MET rdznicowanych komorek miesaka prazkowanokomérkowego, stwierdzono
metylacje pozycji -17 we wszystkich badanych liniach za wyjatkiem linii SMS, oraz metylacje

pozycji 283 w komdrkach kazdej roznicowanej linii (Rysunek 39).
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Rysunek 36 Wptyw réznicowania na morfologie komérek RMS
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Rysunek 37 Wplyw réznicowania na ekspresje receptora MET na powierzchni komérek RMS. Kolor szary - kontrola
izotypowa. Kolor czerwony - przeciwciato anty-MET. K - komérki kontrolne. R - komérki réznicowane.
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Rysunek 38 A) Wptyw réznicowania na ekspresje MET na poziomie mRNA. B) Wptyw TPA na ekspresje mRNA genu MET.
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Rysunek 39 Wptyw réznicowania na profil metylacji promotora MET w komérkach RMS
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8 Dyskusja

8.1 Ekspresja MET w komoérkach miesaka pragzkowanokomorkowego i w mioblastach

Przeprowadzone badania wykazaty, ze zgodnie z danymi literaturowymi komaorki linii
RMS oraz prawidtowe mioblasty, wykazujg ekspresje MET na poziomie mRNA i biatka.
Poziom tej ekspresji pokrywa sie z obecnie obowigzujgca klasyfikacjg podtypdw, wg. ktérej
ekspresja receptora MET w komérkach ARMS jest istotnie wyzsza od ekspresji komdrek
ERMS [69]. Zaobserwowane rdznice w aktywnosci genu MET w badanych liniach pozwalajg
na korelacje poziomu ekspresji MET ze ztosliwoscia nowotwordw przynalezacych do
poszczegblnych linii. W dostepnej literaturze guzy, w ktérych wykryto komoérki ARMS,
definiuje sie jako gorzej rokujgce oraz mniej wrazliwe na dostepne metody terapeutyczne.
Sytuacja jest odwrotna w przypadku komdrek podtypu embrionalnego, ktére pod katem
ekspresji MET sg podobne do komérek prawidtowych [1].

W sSwietle uzyskanych wynikéw stwierdzono, iz w normalnych warunkach
hodowlanych poziom ekspresji MET na powierzchni komdrek, zaréwno nowotworowych jak i
prawidtowych, jest proporcjonalny do poziomu wyizolowanego z nich mRNA. Pozwala to
uwaza¢é, iz podstawowe mechanizmy regulujgce ekspresje MET na powierzchni komorek,

majg swoje zrédto na poziomie regulacji transkrypcji.

8.2 Wptyw ilosci kopii genu na ekspresje MET

Badanie ilosci kopii genu jest procesem obarczonym bardzo duzym btedem
metodycznym. Przeprowadzone badania oparto o metode ilosciowego PCR w czasie
rzeczywistym, pozwalajagcg na relatywne ustalenie rdznic ilosciowych genu badanego
wzgledem genu referencyjnego. Wykorzystany zestaw odczynnikéw zostat zaprojektowany i
udostepniony komercyjnie przez firme Applied Biosystems - Life Technologies, jednak jest
obecny na rynku stosunkowo niedtugo, co dopuszcza mozliwos¢ uzyskiwania mylnych
wynikéw. Uzyskane wyniki nie pokrywajg sie z ustalonymi poziomami ekspresji MET. Linie, w
ktérych wykryto prawdopodobng multiplikacje MET, to linia Rh30, nalezgca do podtypu
alweolarnego, a co za tym idzie charakteryzujgca sie znaczng ekspresja receptora MET oraz
linia SMS bedaca linig podtypu embrionalnego. Zwazywszy na dynamike genetyczng linii

nowotworowych znajdujgcych sie w ciggtej hodowli in vitro mozna przypuscié, iz uzyskany
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rezultat jest wynikiem interferencji na wskutek obecnosci jakiego$ pseudogenu, ktéry choé
nie aktywny transkrypcyjnie, daje sie wykry¢ jako dodatkowa kopia MET. Przyjmujgc takie
zatozenie mozna podejrzewag, iz ilos¢ kopii genu MET w genomie badanych komérek jest
taka sama, natomiast ilos¢ wykrywanego mRNA i w konsekwencji ekspresja MET na
powierzchni btony komodrkowej, zalezna jest od aktywnosci mechanizmdéw kontrolnych
zwigzanych z  sekwencjg promotora, mechanizméw  potranskrypcyjnych  lub

postranslacyjnych.

8.3 Mutacje punktowe w sekwencji promotora MET

Substytucja nukleotydowa wykryta w pozycji -304, moze mieé istotne znaczenie w
procesie transformacji nowotworowej komérek miesaka prazkowanokomadrkowego.
Zmutowany fragment promotora zawarty jest w sekwencji E-BOX (ang. enchancer box),
ktérej ogdlng posta¢ mozna zapisa¢ w nastepujacy sposob: 3'-CANNTG-5', gdzie N oznacza
dowolne nukleotydy [70]. Forma tej sekwencji (3'-CATCTG-5'), ktéra ulegta mutacji w
badanych liniach jest sekwencjg consensus dla biatka MRF4/ Myf6 (ang. myogenic regulatory
factor/myogenic factor) [71]. W literaturze czynnik ten opisywany jest jako jeden z grupy
czynnikow MyoD aktywujgcych szlaki sygnatowe prowadzgce do rdznicowania
miogenicznego [72]. Choé¢ nazwa enchancer box sugeruje upregulacyjny charakter tego
elementu, moze on petnic¢ rdwniez funkcje represora. Wykryta substytucja, A -> C, powoduje
zmiane jednej z czterech podstawowych par zasad rdzenia opisywanej sekwencji tworzac
3'-CCTCTG-5'. Wprowadzona modyfikacja moze mie¢ znaczacy wptyw na role jaka petni ten
element regulatorowy w modulacji aktywnosci promotora MET.

Druga mutacja wykryta wyfacznie w komodrkach linii Rh28 ulokowana jest w
odlegtosci 2 bp od drugiego E-BOX, z trzech wykrytych w promieniu 1000 bp od miejsca
poczatku transkrypcji. Cho¢ substytucja ta nie ingeruje bezposrednio w strukture powyzszej

sekwencji, nie mozna wykluczy¢ jej wptywu na poziom ekspresji receptora MET.
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8.4  Analiza profilu metylacji promotora MET w komoérkach prawidtowych i
nowotworowych

8.4.1 Profil metylacji komérek hodowanych w warunkach standardowych

Badania metylacji promotora genu MET, przeprowadzone na komdrkach
znajdujgcych sie w ciggtej hodowli, wytonity trzy pozycje, ktére metylowane byty w kazdej
analizowanej grupie. Pierwsza ulokowana -17 bp wzgledem miejsca startu transkrypcji
zwigzana jest z sekwencjg homologiczng dla sekwencji consensus rozpoznawanej przez
czynniki GCM (ang. glial cell missing domain) nalezgce do grupy biatek aktywatorowych
biorgcych udziat w procesie rozwoju tkanki glejowej [73]. Lokacja ta metylowana jest w
liniach Rh30, CW9019, RD oraz w mioblastach, w zwigzku z czym trudno powigzac jg z
poziomem aktywnosci badanego promotora. Kolejny metylowany dinukleotyd CpG
ulokowany jest w pozycji 286 i wchodzi w sktad sekwencji charakterystycznej dla domen
typu palca cynkowego ZF5, spotykanych w czynnikach regulatorowych, mogacych dziatac¢
zaréwno jako aktywatory jak i represory [74]. Pozycja ta metylowana jest we wszystkich
badanych liniach za wyjatkiem komoérek SMS, w zwigzku z czym jej rola w modulacji
podstawowe]j ekspresji MET jest rowniez watpliwa. Jedyng pozycja, ktérej obecnos¢ mozna
powigza¢ z modulacjg aktywnos$ci promotora MET, jest pozycja 113 zawarta w consensusie
wspomnianych domen ZF5. Lokacja ta metylowana jest jedynie w komdrkach Rh30 oraz RD.
W przypadku komérek Rh30 jest to istotne ze wzgledu na to, iz wykazujg one najnizszg
ekspresje MET z badanych linii podtypu alweolarnego. W S$wietle powyzszego mozna
przypusci¢, iz region ten mogty by¢ zwigzany z aktywnoscia ewentualnego enhancera
transkrypcji, ktérego powinowactwo do DNA malatoby wraz z metylacjg rozpoznawanej
przezen sekwencji. Za powyzszg hipotezg przemawia réwniez fakt, iz poziom mRNA dla MET,
mierzony w komérkach RD, jest réwniez najnizszy pos$rdéd badanych komdrek podtypu

embrionalnego, a nawet nizszy niz w komérkach prawidtowych.

8.4.2 Wptyw czynnikéw zewnetrznych na profil metylacji promotora MET

Profil metylacji promotora MET w komédrkach RMS zmienia sie w wyniku stymulacji
czynnikami zewnetrznymi. Zmiany te jednak trudno skorelowa¢ z konkretnym wptywem na
poziom ekspresji receptora MET. Pozyskanie takich informacji wymagatoby doktadniejszych
badan, a zatozeniem tego projektu byto stwierdzenie istnienia profilu metylacji w obrebie

promotora MET oraz okreslenie jego stabilnosci pod wptywem ingerencji zewnetrznej.
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Nie wykryto charakterystycznych rdézinic pomiedzy profilami metylacji linii
alweolarnych i embrionalnych, co $swiadczy o tym, iz odmienne poziomy ekspresji MET
réznigce te linie majg swoje zrédfo w innych mechanizmach molekularnych.

Najwidoczniejszy wptyw na metylacje promotora MET mozna byto zauwazyé podczas
analizy profildw danych z komdrek poddawanych warunkom stresowym. Demetylacja
sekwencji promotorowych innych genéw pod wptywem stresu komoérkowego jest zjawiskiem
dobrze opisanym. W zwigzku z towarzyszgcym stresowi komérkowemu wzrostem ekspresji
MET mozna przypuszczac istnienie zwigzku tego wzrostu z procesem demetylacji. Zgodnie z
cytowanymi uprzednio publikacjami regiony nazywane wyspami CpG, do ktdérych mozna
zaliczy¢ promotor MET, otoczone s3 sekwencjami o znacznie mniejszym zageszczeniu
dinukleotydédw CpG, ktére okazaty sie mie¢ istotny wptyw na modulacje aktywnosci
sgsiadujgcych z nimi promotoréw. Sekwencje te réwniez podlegajg kontroli epigenetycznej
poprzez metylacje. Przeprowadzone analizy in silico wykazaty obecnos¢ takich sekwencji w
odlegtosci ok -1800 bp od miejsca poczatku transkrypcji MET. Jest bardzo prawdopodobne,
ze jednym z mechanizmédw modulujgcych poziom ekspresji genu tego receptora jest

zmiennos¢ epigenetyczna tych wtasnie sekwencji.

8.5 Zmiana ekspresji MET pod wptywem czynnikow zewnetrznych
8.5.1 Czynniki wzrostowe

Reakcje poszczegdlnych linii badanych komérek na czynniki wzrostowe byty
zréznicowane poza dwoma wyjagtkami. Pierwszym podczas stymulacji surowicy, ktéra
spowodowata upregulacje MET we wszystkich badanych liniach. Oraz drugim, podczas
stymulacji komérek czynnikiem wzrostu hepatocytéw - ligandem receptora MET, ktéry
spowodowat spadek receptora na powierzchni wszystkich badanych linii. W przypadku
stymulacji FBS doszto do zwiekszenia zarédwno ilosci czgsteczek receptora MET na
powierzchni btony komérkowej, jak i na poziomie transkryptu mRNA. Nie doprowadzito to
jednak do wyréwnania poziomu obserwowanej ekspresji pomiedzy badanymi komdrkami.
Fakt ten moze swiadczy¢ o ztozonosci uktadu czynnikéw wptywajgcg na poziom transkrypcji
MET oraz rdéznicach pomiedzy badanymi liniami. Podobny efekt stymulacji surowicg zostat

zaobserwowany na komdrkach nowotworowych ptuc majgcych pochodzenie epitelialne [35].

60




Dyskusja

Odnotowany spadek, MET zwigzany z obecnoscia w medium hodowlanym czynnika
wzrostu hepatocytow, byt wspdlny dla wszystkich badanych linii jedynie na poziomie ilosci
receptora na powierzchni btony komérkowej. Zgodnie z dostepng literaturg, stymulacja osi
HGF/MET moze skutkowac zwiekszong ekspresjq receptora MET a akumulacje jego mRNA
mozna zaobserwowac juz po 4h od stymulacji [75]. Uzyskane wyniki sg zgodne z powyzszymi
jedynie co do akumulacji mRNA zaobserwowanej w przypadku komérek Rh28, CW9019 oraz
SMS. Pozostate linie wykazaty obnizenie ekspresji MET zarowno na poziomie bfony
komodrkowej jak i mMRNA. Wyjasnieniem tego moze by¢ internalizacja receptora indukowana
jego ligandem. Takg internalizacje, w przypadku MET, opisat w 1996 roku Jeffers i wsp.. Ma
ona na celu obnizenie podatnosci komérki na ponowne wzbudzenie tym samym sygnatem.
Mechanizm taki moze by¢ jednym z gtéwnych czynnikdw zapobiegajgcych transformacji
nowotworowe] na skutek zbyt silnej aktywacji potencjalnie onkogennych osi sygnatowych. W
Swietle wynikéw, uzyskanych za pomoca cytofluorymetrii przeptywowej, wszystkie badane
linie na stymulacje HGF zareagowaty internalizacjg receptora. Podwyzszona ekspresja tego
genu na poziomie mRNA w liniach Rh28, CW9019 oraz SMS swiadczy¢ moze o wspdlnym
defekcie prowadzacym do natychmiastowej rekonstytucji zinternalizowanego receptora.
Komorki tych linii wykazaty réwniez najwyzszg czutos¢ na czynniki stymulujace, rozumiang

jako wzrost ekspresji MET wzgledem komérek kontrolnych.

8.5.2 Aktywacja osi CXCR4 i CXCR7 w komorkach miesaka poprzez stymulacje SDF-1 oraz
ITAC

Komérki SMS, stymulowane SDF-1, zareagowaty internalizacjg receptora MET oraz
wyrazng akumulacjg jego mRNA w sposdb podobny jak w przypadku stymulacji HGF, co
moze Swiadczy¢ o powigzaniu tych szlakdw sygnatowych w owej linii. Co ciekawe komorki te
charakteryzujg sie niskg ekspresjg receptora dla SDF-1 - CXCR4 [66]. Najprawdopodobniej
jego funkcje w opisywanym przypadku petni receptor CXCR7, ktory réwniez moze byé
aktywowany tym czynnikiem i o ktérym wiadomo, ze tworzy z CXCR4 heterodimery [76].
Kolejng istotng obserwacjg dotyczaca roli tej osi w linii SMS byt fakt, iz komérki te silniej
zareagowaty na aktywacje SDF-1 niz czynnikiem specyficznym dla CXCR7 - ITAC. Efekt ten
mozna probowaé wyjasnié w ten sposéb, ze SDF-1 silniej wptywa na ekspresje MET,

koaktywujgc wspomniane receptory, przez co prowadzi do aktywacji receptora.
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8.5.3 Wptyw stresu komdérkowego na ekspresje MET
8.5.3.1 Hipoksja

Hodowla komorek linii RMS w warunkach niedoboru tlenowego spowodowata
zwiekszenie powierzchniowej ekspresji MET we wszystkich badanych liniach za wyjatkiem
Rh30, ktérej komorki wykazaty zwiekszong ekspresje na poziomie mRNA oraz komérek linii
RD, w ktdrych ekspresja MET spadta na obydwu badanych ptaszczyznach. Wzrost ekspresji
MET w wyniku niedoboru tlenowego zostat opisany dla ulokowanych w stabo unaczynionych
czesciach guza komoérek raka gruczotu sliniankowego [77]. W tych samych komdrkach
wykryto réwniez wzrost czynnika transkrypcyjnego HIF-1a, ktdérego potencjalne miejsca
wigzania na promotorze MET opisat Liu. W oparciu o uzyskane wyniki, powyzszy mechanizm
aktywacji MET przyporzadkowaé mozna jedynie do komodrek linii Rh30. Pozostate linie
wykazaty wzrost ekspresji receptora na powierzchni btony komérkowej, jednak na poziomie
transkrypcyjnym zareagowaty spadkiem. Przyczyng takiego stanu moze by¢ to, iz 24h
interwat czasowy po ktérym dokonywano pomiaréw, byt w okresem ktérym nastgpito
podniesienie oraz pdzniejsze zahamowanie syntezy mRNA dla receptora MET. Mozliwe jest
tez dziaftanie innego mechanizmu regulujgcego poziom powierzchniowej ekspresji MET na
etapie potranslacyjnym. Rozwigzanie takie pozwalatoby na znacznie szybsza reakcje komorek
na warunki niedoboru tlenu, co jest istotne w zwigzku z udziatem osi HGF/MET w procesach
zwigzanych z angiogeneza.

Zaobserwowany wzrost receptora MET ekspresji w komdrkach linii podtypu
alweolarnego byt wyzszy niz w przypadku komérek podtypu embrionalnego, co znajduje
odzwierciedlenie w opisie klinicznym. Guzy tworzone przez linie alweolarne charakteryzujg
sie znacznie szybszym wzrostem oraz zdolnoscia do tworzenia przerzutdw. Mozna
podejrzewad iz rozrost tkanki guza implikuje powstanie fragmentdéw niedotlenionych, co
moze skutkowac przechodzeniem niedotlenionych komdrek w indukowany nadekspresijg

MET stan metastatyczny.

8.5.3.2 Promieniowanie jonizujgce
Komérki linii RMS w wyniku naswietlania promieniowaniem jonizujgcym, wykazaty
znaczny wzrost ekspresji receptora HGF na powierzchni btony komérkowej z jednoczesnym

spadkiem ekspresji na poziomie transkrypcyjnym. Podobng reakcje komédrek raka trzustki
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opublikowat w 2011 roku Tanaka i wsp. demonstrujgc towarzyszgce, indukowanemu
promieniowaniem wzrostowi ekspresji MET, nasilenie cech metastatycznych. Zdaniem
autoréw za zwiekszong ekspresje MET odpowiedzialna jest aktywowana przerwaniem
integralnosci DNA genomowego kinaza ATM (ang. ataxia telangiectasia mutated) oraz
aktywacja czynnika NF-kB (ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B
cells) zwigzanego z odpowiedzig na stres komérkowy zwigzany np. z dziataniem wolnych
rodnikdéw, ktére mogg powstawaé podczas procesu naswietlania. Zaobserwowany wzrost
ekspresji MET byt wyzszy wzgledem komérek kontrolnych w liniach podtypu embrionalnego.
Moze to mie¢ zwigzek z opisywang przez Ratajczaka i wsp. wyzszg wrazliwoscia na
promieniowanie jonizujgce wsréd linii RMS o stabej ekspresji MET, do ktérych zalicza sie
komorki ERMS.

W publikowanym przez Liu i wsp. opisie sekwencji promotora MET, zawarte s3
informacje o miejscu wigzania wspomnianego czynnika NF-kB. Moze to ttumaczyé wzrost
ekspresji MET na wskutek stresu radiacyjnego, natomiast nastepujace pdziniej obnizenie
aktywnosci transkrypcyjnej mozna wyjasni¢ prawdopodobnym zatrzymaniem cyklu
komdrkowego wywotanym poradiacyjnymi peknieciami w DNA.

Swiadomos$é konsekwencji wynikajacych z naswietlania komérek nasuwa potrzebe
rozwiniecia protokotéw postepowania w przypadku aplikacji radioterapii. W swietle
przytoczonych informacji w czasie prowadzenia leczenia, konieczne wydaje sie by¢,
zastosowanie specyficznych inhibitoréw szlakéw sygnatowych koordynowanych przez min.

receptor MET.

8.6  Roznicowanie komarek linii miesaka prazkowanokomérkowego

Komérki miesaka prgzkowanokomérkowego poddane réznicowaniu zmieniaty swojg
morfologie upodabniajgc sie do komdrek miesniowych. Jednak odsetek komorek RMS, w
ktérych udato sie uruchomié szlaki réznicowania, w poréwnaniu z mioblastami byt znikomy.
Analiza ekspresji MET w komdrkach RMS wykazata widoczne zmniejszenie ilosci receptora na
powierzchni komérek linii CW9019 i Rh28. Pozostate linie zachowaty stan sprzed
réoznicowania. W 2002 Geert van Leendersa i wsp. porownat komorki z biopsji zdrowego
epitelium ze ztosliwymi komdrkami raka prostaty. Prébki zostaty wybarwione

immunohistochemicznie na obecnos¢ MET. Zestawienie wykazato wysoki poziom ekspresji
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MET w niezréznicowanych komadrkach epitelialnych, jak i w niezréznicowanych komaorkach
nowotworowych. Komérki prawidtowe jednak w procesie rdznicowania tracity ekspresje
receptora MET, czego nie zaobserwowano w komoérkach raka prostaty. Informacje te
znajdujg odzwierciedlenie w wynikach analizy réznicowania prawidtowych mioblastéw,
zestawionych z wynikami réznicowania komérek linii RMS.

Spowodowany réznicowaniem spadek ekspresji powierzchniowej MET w komérkach
Rh28 i CW9019 mozna potgczyé z obecnoscig miejsca wigzania czynnika MRF4, ktére ulegto
mutacji w pozostatych badanych liniach. MRF4 jest jednym z czynnikéw regulujgcych
ekspresje gendw podczas roznicowania komoérek [72]. Uwzgledniajgc reakcje komorek
prawidtowych mozna podejrzewac, iz w kinetyce ekspresji MET moze petnié role represora.

Ekspresja MET zaobserwowana podczas réznicowania komorek moze by¢ rédwniez
reakcjg na obecnos¢ TPA w medium réznicujgcym. Prezentowane wyniki S$wiadczg o silnym
wzroscie poziomu mRNA dla MET w komérkach stymulowanych tym czynnikiem. Rezultaty
te sg zgodne z publikowang przez Comoglio charakterystyka sekwencji promotora MET, ktéry
pod wptywem TPA ulega silnej aktywacji. Cho¢ rola TPA w indukcji réznicowania komérek
nowotworowych jest dobrze udokumentowana, jest bardzo prawdopodobne, iz stosowanie

go podczas badan nad zmianami ekspresji MET nie jest wskazane.

8.7 Podsumowanie

Ocena poziomu ekspresji MET potwierdzita przynaleznos¢ poszczegdlnych linii
komérkowych do konkretnych podtypéw. Sekwencyjna analiza promotora tego genu
umozliwita wykrycie polimorfizmu w grupie badanych komadrek, ktéry w swietle uzyskanych
wynikdw moze mie¢ wptyw na proces rdéznicowania tych linii. Analiza epigenetyczna,
wykazata ponad wszelkg watpliwos¢ zmiennosé profilu metylacji promotora MET pod
wptywem czynnikdw zewnetrznych, szczegdlnie pod wptywem stresu komérkowego.

Z klinicznego punktu widzenia, istotne sg wyniki Swiadczace o zwiekszonej ekspres;i
MET na skutek dziatania promieniowania jonizujgcego. Rozwiniecie badan w tym kierunku
mogtoby, poprzez wykorzystanie specyficznych inhibitorow osi HGF-MET, zwiekszyé

skutecznos¢ radioterapii w leczeniu miesaka pragzkowanokomadrkowego.
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9 Whioski

W wyniku analizy genetycznej, epigenetycznej sekwencji promotora MET, oraz zmian
ekspresji tego receptora pod wplywem rdéinych czynnikdbw na komérki miesaka
prazkowanokomérkowego, uzyskano wyniki, na podstawie ktérych wyprowadzono

nastepujgce wnioski:

1. Multiplikacje MET wystepujg zarowno w komaérkach linii podtypu alweolarnego jak i
embrionalnego i prawdopodobnie nie majg zwigzku z réznymi poziomami ekspresji
tego receptora w liniach tych podtypdw.

2. Alweolarne linie Rh28 i CW9019, réznig sie pod wzgledem sekwencji promotora od
reszty badanych linii.

3. Profil epigenetyczny sekwencji promotora MET w komdrkach RMS, zmienia sie pod
wptywem czynnikdw stymulujacych, jednak zaobserwowane zmiany trudno
jednoznacznie skorelowac z poziomem transkrypcji samego genu.

4, Pod wptywem promieniowania jonizujgcego oraz hipoksji promotor MET ulega
catkowitej demetylacji we wszystkich liniach komérkowych.

5. Ekspresja MET w komédrkach RMS rosnie pod wptywem promieniowania jonizujgcego.

6. Komodrki RMS w znacznie mniejszym stopniu poddajg sie procesowi réznicowania za

pomocg TPA i koniskiej surowicy, niz prawidtowe mioblasty.
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