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1. WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

1.1. NajczeSciej stosowane skroty.

ATC - rak anaplastyczny tarczycy (ang. anaplastic thyroid cancer)

BCPAP - ludzka linia komorkowa raka brodawkowatego tarczycy

C/EBP - bialtko wiazace si¢ z sekwencja CCAAT (ang. CCAAT/enhancer binding
protein)

CD-CYV - czgsta choroba-czesty wariant (ang. common disease-common variant)
CD-RYV - czgsta choroba-rzadki wariant (ang. common disease-rare variant)
c¢DNA - komplementarne DNA (ang. complementary DNA)

CNVs - zmienno$¢ liczby kopii (ang. copy-number variations)

COS-7- linia komdrkowa wywodzaca si¢ z nerki koczkodana zielonego
(tac.Cercopithecus aethiops)

DNA - kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid)

dNTP - deoksyrybonukleotyd (ang. deoxyribonucleotide)

DTC - rak wysokozréznicowany tarczycy (ang. differentiated thyroid cancer)
EMSA - test opoznienia w zelu (ang. electrophoretic mobility shift assay)

EST - znaczniki ekspresji (ang. expressed sequence tags)

FRR - wspotczynnik rodzinnego ryzyka (ang. family risk ratio)

FTC - rak pecherzykowy tarczycy (ang. follicular thyroid cancer)

GWAS - badanie asocjacyjne catego genomu (ang. genome wide association study)
HEK?293 - linia komoérkowa wywodzaca si¢ z nerki ludzkiego zarodka

IPA - oprogramowanie Ingenuity Pathway Analysis

LD - nierownowaga sprzezen (ang. linkage disequilibrium)

lincRNA - duzy migdzygenowy niekodujacy RNA (ang. large intergenic non-coding RNA)
LINE - elementy LINE (ang. long interspersed nuclear elements)

IncRNA - duze niekodujace RNA (ang. large non coding RNA)

LTR-ERVL - elementy LTR-ERVL (ang. long terminal repeat endogenous retrovirus-like
elements)

MATF - czesto$¢ rzadszego allelu (ang. minor allele frequency)

mRNA - przekaznikowy RNA (ang. messenger RNA)



MTC - rak rdzeniasty tarczycy (ang. medullary thyroid cancer)

ncRNA - niekodujace RNA (ang. non-coding RNA)

NMTC - rak nierdzeniasty tarczycy (ang. non medullary thyroid cancer)

nt- nukleotydy (ang. nucleotides)

ORF - ramka odczytu (ang. open reading frame)

PCR - reakcja tancuchowa polimerazy (ang. polymerase chain reaction)

PRC - kompleks PRC (ang. polycomb repressive complex)

PTC - rak brodawkowaty tarczycy (ang. papillary thyroid carcinoma)

PWM - wptyw pozycji w macierzy (ang. position weight matrix )

RLM-RACE - szybka amplifikacja koncéw cDNA z uzyciem ligazy RNA (ang. RNA ligase
mediated rapid amplification of cDNA ends)

RNA - kwas rybonukleinowy (ang. ribonucleic acid)

RT-PCR - reakcja PCR z odwrotng transkryptaza (ang. reverse transcriptase-polymerase
chain reaction)

SINE - elementy SINE (ang. short interspersed nuclear elements)

SIR - wspotczynnik czestosci wystepowania (ang. standard incidence ratio)

SNP - polimorfizm pojedynczego nukleotydu (ang. single nucleotide polymorphism)
STATUI1 - biatko double-stranded RNA-binding protein Staufen homolog 1

TC - rak tarczycy (ang. thyroid cancer)

TF - czynniki transkrypcyjne (ang. transcription factors)

TFBS - miejsce wigzace czynnik transkrypcyjny (ang. transcription factor binding site)
TPC-1 - ludzka linia komoérkowa raka brodawkowatego tarczycy

3°’UTR - region 3’ nie ulegajacy translacji (ang. 3’ untranslated region)

5°UTR - region 5’ nie ulegajacy translacji (ang. 5’ untranslated region)



1.2. Skroty nazw genéw omawianych w pracy.

Wszystkie nazwy genow zostaty podane w jezyku angielskim.

AKT - V-Akt Murine Thymoma Viral Oncogene Homolog

ANRIL (CDKN2BAS) - Antisense RNA in the INK4 Locus (CDKN2B antisense RNA 1)
BRMSIL - Breast Cancer Metastasis-Suppressor I-Like

CDK2/CDK4 - Cyclin-Dependent Kinase 2/Cyclin-Dependent Kinase 4
CDKN2A - Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 24

CDKN2B - Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 2B

CEBPA - CCAAT/enhancer Binding Protein (C/EBP), alpha

CEBPB - CCAAT/enhancer Binding Protein (C/EBP), beta

CFH - Complement Factor H

FOXEI] - Forkhead Box E1

GAPDH - Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase

GASS - Growth Arrest-Specific 5

GDF15 - Growth Differentiation Factor 15

HNF3p/FoxA2 - Hepatocyte Nuclear Factor 3/Forkhead Box A2
HOTAIR — HOX Transcript Antisense RNA

HSPY90 - Heat Shock Protein 90 kDa

MALAT-1 - Metastasis Associated Lung Adenocarcinoma Transcript 1
MBIP - MAP3K 12 Binding Inhibitory Protein 1

MEGS3 - Maternally Expressed 3

MOAPI - Modulator of Apoptosis 1

NIS - Sodium/lodide Symporter

NKX2-1 - NK2 Homeobox 1

NRG]1 - Neuregulin 1

PI3K - Phosphoinositide-3-Kinase

PLK1 — Polo-Like Kinase 1

POUSFIB - POU Class 5 Homeobox 1B

PPARYy - Peroxisome Proliferator-Activated Receptor y

PTMA - Prothymosin, alpha



RASEF - RAS and EF-hand Domain Containing
RHOB - Ras Homolog Gene Family, Member B
810044 - S100 Calcium Binding Protein A4
SRA - Steroid Receptor RNA Activator

TG - Thyroglobulin

TPD52L1 - Tumor Protein D52-Like 1

TPO - Thyroid Peroxidase

TSHR - Thyroid Stimulating Hormone Receptor
TSIX - TSIX Transcript, XIST Antisense RNA
USF1 - Upstream Transcription Factor 1

USF2 - Upstream Transcription Factor 2

XIST - X (Inactive)-Specific Transcript



2. WSTEP.

2.1. Epidemiologia raka tarczycy.

Szacuje si¢, ze na calym $§wiecie rozpoznaje si¢ rocznie okoto 212 000 nowych
przypadkéw raka tarczycy (ang. thyroid cancer, TC), co stanowi nieco ponizej 2%
wszystkich pacjentdw z rozpoznang de novo choroba nowotworowa [1, 2]. O ile w og6lnej
populacji pacjentéw z choroba rozrostowa przypadki TC ciagle stanowig niewielki procent,
to liczba rozpoznan tego raka w krajach uprzemystowionych liczona rok do roku wykazuje
(w przeciwienstwie do wielu innych guzow) silny trend wzrostowy [3, 4]. W USA od 2004
roku zapadalno$¢ na TC zwigkszata si¢ dla mezczyzn i kobiet odpowiednio 0 5.5% 1 6.6% na
rok [5, 6]. W Polsce notuje si¢ >1700 nowych zachorowan rocznie przy zapadalnosci dla
kobiet i mezczyzn wynoszacej odpowiednio ~7.3/100000/rok 1 ~1.7/100000/rok [7]. Wydaje
si¢, ze wzrost czestosci rozpoznan TC mozna wigzaé (przynajmniej cz¢$ciowo) z postepem w
technikach diagnostycznych, gtownie ultrasonografii (ang. ultrasonography, USG) 1 biopsji
cienkoigtowej (ang. fine needle aspiration biopsy, FNA) jaki dokonal si¢ na przestrzeni
ostatnich trzech dekad. Szerokie wprowadzenie USG do uzytku klinicznego w latach ’80
zrewolucjonizowato diagnostyke narzadow migkkich dzigki jego nieinwazyjnosci, prostocie 1
dostgpnosci, co w polaczeniu z FNA pozwolito efektywniej diagnozowac podejrzane o
podtoze nowotworowe zmiany chorobowe w obrebie tarczycy. Analiza danych z USA z lat
1973-2002 pokazala, ze w tym okresie zapadalno$¢ na TC wzrosta dwukrotnie, z czego okoto
87% wzrostu dotyczyto rozpoznah matych guzéw (<2 cm) postaci brodawkowatej raka
tarczycy (ang. papillary thyroid cancer, PTC). W tym samym okresie czasu catkowita
$miertelno$¢ z powodu TC nie ulegla zmianie, co moze sugerowac, ze wzrost zapadalnosci
byt efektem skuteczniejszej diagnostyki matych guzow niz realnego wzrostu czgstosci TC
[8]. Za powyzsza hipotezg dodatkowo przemawiaja wyniki badan autopsyjnych, w ktoérych
czesto$¢ nierozpoznanych za zycia PTC byla stosunkowo wysoka i siggata powyzej 1/3
chorych [9-12]. Dane 2z amerykanskiego National Cancer Institute (Surveillance

Epidemiology and End Results, SEER; http://seer.cancer.gov/) przedstawiajace trendy

zapadalno$ci na najczestsze nowotwory w USA wskazuja, ze w latach 1988-2005 dokonat si¢
wzrost rozpoznan gldwnie matych guzow PTC (<1 cm), ale takze guzow o $rednicy >4 cm

oraz postaci z regionalnymi i1 odleglymi przerzutami [13]. Wydaje si¢ wigc, ze dostgpnos¢



badan diagnostycznych moze by¢ gtdéwnym cho¢ zapewne nie jedynym wytlumaczeniem
wzrostu czestosci PTC. Cze$¢ badaczy sugeruje, ze krzywa zachorowalnosci na PTC moze
odzwierciedla¢ wplyw innych czynnikéw (Srodowiskowych i dietetycznych), ktore poprzez
dziatania pro-onkogenne zwickszaja liczbe rozpoznan PTC w krajach wysokorozwinigtych

[14-16].

2.2. Klasyfikacja i charakterystyka kliniczna raka tarczycy.

Rak tarczycy jest najczgstszym nowotworem gruczoldw endokrynnych. Z uwagi na
rodzaj komorek, z ktorych pochodzi dzielimy go na dwie zasadnicze grupy - raki rdzeniaste
tarczycy (ang. medullary thyroid cancer, MTC) wywodzace si¢ z komoérek C produkujacych
kalcytoning 1 nierdzeniaste TC (ang. non medullary thyroid cancer, NMTC) wywodzace si¢ z
komorek pecherzykowych tarczycy. Histologicznie NMTC dzielimy na trzy typy: raki
brodawkowate, raki pecherzykowe (ang. follicular thyroid cancer, FTC) 1 raki anaplastyczne
(niezroznicowane) (ang. anaplastic thyroid cancer, ATC). PTC 1 FTC czasami okresla si¢
wspolnym mianem rakow wysokozroznicowanych tarczycy (ang. differentiated thyroid
cancer, DTC), ktore w przeciwienstwie do ATC 1 MTC charakteryzujg si¢ lepszym
rokowaniem oraz podobnym (pomimo pewnych biologicznych roéznic) sposobem leczenia.

Rak pecherzykowy stanowi okoto 10% wszystkich TC [17]. Obraz histologiczny FTC
jest réznorodny, od stosunkowo dobrze zréznicowanych komoérek raka formujacych
pecherzyki wypetlione koloidem, do niskozréznicowanych komorek z nasilong jadrowa
atypig, naciekaniem torebki guza i naczyn krwiono$nych. W rozpoznaniu FTC kluczowe jest
stwierdzenie infiltracji torebki guza i/lub naczyn krwiono$nych, co odroznia go od
gruczolaka tarczycy. FTC charakteryzuje si¢ stosunkowo wolnym wzrostem, rozsiewem
droga krwiopochodng glownie do kosci i ptuc, rzadziej do watroby, osrodkowego uktadu
nerwowego, pecherza moczowego i skory [18].

Rak brodawkowaty jest najczestsza postacia histologiczng TC stanowiagca okoto 80%
wszystkich przypadkéw. W obrazie mikroskopowym komorki zazwyczaj uktadajg si¢ w
struktury brodawkowate, otaczajace rdzen z naczyniem jedng lub kilkoma warstwami.
Przyjmuja ksztalt sze$cienny. Istnieje ponadto odmiana pecherzykowa, a takze
wysokokomodrkowa. Podscielisko guza jest dobrze unaczynione, zawierajace w polowie

przypadkéw koncentryczne mikrozwapnienia (,,ciatka piaszczakowate) [19]. Podobnie jak
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w przypadku FTC jego wzrost jest powolny, aczkolwiek czesto wieloogniskowy. Guz daje
przerzuty drogg limfatyczng do okolicznych weztéw chlonnych, ktorych powigkszenie jest
nierzadko pierwszym objawem choroby [7, 20, 21].

Rak anaplastyczny jest jednym z najbardziej zlosliwych nowotworéw. W obrazie
histologicznym widoczne sa lite pola sktadajace si¢ z matych, niezroznicowanych komorek
wymagajace réznicowania z chtoniakami. Guz ten nie formuje struktur pgcherzykowych ani
brodawkowatych [22]. Jego rozwdj jest bardzo szybki, przerzuty odlegle sa zwykle obecne
w momencie rozpoznania. Nowotwor ten stabo reaguje na chemioterapig¢ i radioterapig [7].

Rak rdzeniasty tarczycy jest zaliczany do guzoéw neuroendokrynnych. W obrazie
histologicznym widoczne sa atypowe komorki zawierajace w cytoplazmie neurosekrecyjne
ziarnistosci. W podscielisku obecne sa zwykle ztogi amyloidu, ktorych ilo$¢ wzrasta w miarg
wzrostu guza 1 przejscia z fazy bogatokomodrkowej do ubogokomorkowej [19, 22]. MTC
stanowi okoto 5% wszystkich przypadkow TC [23]. Rokowanie u chorych z MTC jest zte. W
okoto potowie przypadkéw dochodzi do zajgcia $rddpiersiowych wezléw chlonnych i1
lokalnego rozprzestrzenienia si¢ choroby do otaczajacych tarczyce narzadow. U jednej piatej

pojawiaja si¢ ogniska odlegtych przerzutow, gidwnie do kosci, ptuc i watroby [7, 24].

2.3. Srodowiskowe czynniki ryzyka rozwoju raka tarczycy.

Ekspozycja na promieniowanie radioaktywne (szczego6lnie w dziecifistwie) stanowi
silny 1 utrzymujacy si¢ przez cate zycie czynnik ryzyka zachorowania na PTC [25]. Dane
zebrane po zrzuceniu bomb atomowych na Hiroszime¢ i1 Nagasaki oraz po katastrofie
elektrowni atomowej w Czarnobylu wskazaly na wyrazny wzrost zachorowan na PTC wsrod
napromienionych o0séb [26]. Wykazano, ze postacie indukowane ekspozycja na
promieniowanie (ang. radiation induced PTC) rozwijaja si¢ u miodszych chorych,
charakteryzuja si¢ wigksza agresywnoS$cia oraz sg mniej zwigzane z plcig zenska [27].
Wplyw promieniowania jest waznym czynnikiem ryzyka rozwoju PTC ale wydaje si¢, ze do
indukcji nowotworu muszg zaistnie¢ dodatkowe warunki takie jak odpowiednie podloze
genetyczne, ktére moze modulowac osobniczg wrazliwo$¢ na promieniowanie. Przemawiaja
za tym dane wskazujace, ze PTC rozwija si¢ u stosunkowo niewielkiego odsetka osob

narazonych na podobng dawke promieniowania [28-30].
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Uznanym $rodowiskowym czynnikiem ryzyka rozwoju FTC jest niedobér jodu [31].
W regionach $wiata, w ktérych wystepuje deficyt tego pierwiastka w diecie FTC jest
dominujaca postacig histologiczng [32, 33]. W krajach, w ktérych wprowadzono obowigzek
jodowania soli kuchennej zaobserwowano zmniejszenie czestosci wystepowania FTC [34-

37].

2.4. Podloze molekularne raka tarczycy.

Czynniki predysponujace do nowotworéw mozna podzieli¢ na Srodowiskowe (ang.
environmental) 1 genetyczne (ang. genetic). Te ostatnie mozna oceni¢ na podstawie
retrospektywnej analizy porownawczej chorych z danym fenotypem i1 odpowiednio dobrane;j
grupy kontrolnej (ang. case-control studies). W badaniach tych identyfikuje si¢ probanta (z
badanym nowotworem) oraz kontrol¢ (bez danego nowotworu), a nastgpnie okresla sie
wystepowanie lub brak wystepowania danego fenotypu u cztonkéw rodziny. Wyniki
przedstawia si¢ jako iloraz liczby obserwowanych przypadkow choroby u krewnych
probantow do oczekiwanej liczby przypadkdw choroby wyliczonej na podstawie
wystepowania danego fenotypu u krewnych kontroli. Opisany wspdlczynnik zwany jest
ilorazem szans (ang. odds ratio, OR) lub wspotczynnikiem rodzinnego ryzyka (ang. family
risk ratio, FRR) 1 jest miarg rodzinnos$ci (ang. familiality) danego fenotypu. W przypadku,
kiedy grupe kontrolg stanowi cala populacja wskaznik ten zwany jest standardowym
wspotczynnikiem czgsto$ci wystepowania (ang. standard incidence ratio, SIR). Badania
retrospektywne oceniajgce rodzinnos¢ danych fenotypoéw wymagaja analizy bardzo duzych 1
dobrze opisanych populacji. Dwa najbardziej znane doniesienia oceniajace rodzinnosé
nowotworow pochodzg z analizy populacji ze stanu Utah w USA 1 mieszkancow Szwecji [38,
39]. W badaniu analizujacym populacje z Utah dopasowano dane z Utah Genealogic
Database zawierajacej opis genealogii mieszkancow tego stanu do danych z Utah Cancer
Registry identyfikujacych chorych z rozpoznanym nowotworem. Autorzy tego opracowania
przedstawili wyniki dotyczace 28 nowotworéw (w tym TC) oparte na analizie 35 228
probantéw i ich rodzin oraz 399 786 krewnych I-go stopnia z odpowiednio dobranej grupy
kontrolnej [38]. W drugim badaniu przeprowadzono analiz¢ danych 9.6 miliona
mieszkancow Szwecji zawartych w Swedish Family Cancer Database i Swedish Cancer

Registry zawierajacej opis ponad 700 000 chorych z rozpoznang choroba nowotworowa [39].

12



W obydwu badaniach genetyczna predyspozycja do TC byla jedng z najwyzszych wsrod

wszystkich analizowanych nowotworow (odpowiednio FRR=8.48 i SIR=292.0). Z uwagi na

nieco inny sposob przedstawienia koncowych wynikéw Neil Risch dokonal metaanalizy tych

badan. Zunifikowana warto$¢ wspotczynnika FRR dla TC wynosita 8.48 (calkowite FRR) dla

populacji Utah i 12.42 (FRR dla krewnych I-go stopnia) dla mieszkancow Szwecji. Dla

porownania FRR dla raka phuc i piersi, czyli jednych z najczestszych nowotworow w Polsce

wynosit dla Utah i Szwecji, odpowiednio 2.551 1.83 oraz 3.16 1 2.01 (Tabela 1) [40].

Tabela 1. Rodzinno$¢ wybranych nowotworéw wyrazona jako wspolczynnik rodzinnego

ryzyka (family risk ratio, FRR) w populacji Utah i Szwecji [40]. Rak tarczycy charakteryzuje

si¢ jednym z najwyzszych wspotczynnikow FRR w obydwu populacjach.

Utah Szwecja
Nowotwér . FRR dla FRR dla FRR dla
Calkowity FRR wczesneg(.) dziecka krewneg(? I-go
rozpoznania stopnia

Prostaty 2.21 4.08 2.82 9.41

Piersi 1.83 3.70 1.86 2.01

Jelita grubego i odbytnicy 2.54 4.53 1.86 4.41
Phuc 2.55 2.50 1.68 3.16
Czerniak 2.10 6.43 2.50 3.41
Pecherza moczowego 1.53 5.00 1.53 3.30
Chtoniak nieziarniczy 1.68 2.40 1.68 2.37
Moézgu/OUN 1.97 8.95 1.72 2.37
Jajnikow 2.04 - 2.94 2.52
Zotadka 2.46 - 1.72 8.82
Nerek 2.46 - 1.60 5.26
Tarczycy 8.48 - 9.52 12.42
Szpiczak mnogi 4.29 - 4.25 5.62
Bialaczka granulocytowa 2.94 - 1.69 3.53
Narzadow rodnych 2.22 - 2.85 3.97
Jader 8.57 - 4.31 8.50
Wszystkie guzy 2.15 4.08 1.86 3.53
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Zasadniczym pytaniem wynikajagcym z opisanych powyzej obserwacji byto okreslenie
na ile oceniana rodzinno$¢ wynikata z predyspozycji genetycznej, a na ile miata ona zwigzek
z wptywem czynnikow $rodowiskowych, ktére z natury rzeczy oddziatuja na wszystkich
cztonkéw nuklearnej rodziny. Analiza oceniajgca proporcje wplywu genoéw i srodowiska dla
pig¢tnastu najczesciej rozpoznawanych w Szwecji rakow wykazala, ze potowa rodzinnosci
(53%) dla TC miata podtoze genetyczne - najwiecej ze wszystkich badanych nowotwordw.
Nastepnymi po TC nowotworami o najsilniejszej komponecie genetycznej byty guzy innych
gruczotow endokrynnych (28%), jader (25%), piersi (25%) i szyjki macicy (22%) [41].

Waznym ograniczeniem opisywanych badan byto nierozréznianie rodzinnosci w
zalezno$ci od typu histologicznego TC co jest istotne w ocenie genetycznego podtoza tego
nowotworu, poniewaz posta¢ rdzeniasta w okoto 25% przypadkow wykazuje autosomalnie
dominujacy sposob dziedziczenia mutacji w genie RET, a wigc nadreprezentacja MTC w
badanej populacji mogta zawyzy¢ wartosci FRR [40]. Jednakze badania uwzgledniajace
posta¢ histologiczng wskazuja, ze rodzinno$¢ DTC pozostaje stosunkowo silna, aczkolwiek
stabsza niz tacznie dla wszystkich typow TC. Dla przyktadu w pracy Hemminki i wsp.
oceniano genetyczne podtoze TC analizujac 2435 chorych opisanych w latach 1958-1996 w
Swedish Cancer Registry. Wartos¢ SIR dla syna lub corki probanta z DTC wynosita
odpowiednio 7.8 (95% CI: 3.9-13.2) lub 2.8 (95% CI: 1.5-4.5) [42]. W badaniu Frich 1 wsp.
analizujagcym 1025 przypadkow TC zarejestrowanych w latach 1960-1995 w Norwegian
Cancer Registry wykazano, ze SIR dla postaci nierdzeniastej wynosit 5.2 (95% CI: 2.1-10.7)
14.9 (95% CI: 3.0-7.7) odpowiednio dla krewnych I-go stopnia ptci meskiej 1 zenskiej. W
tym samym badaniu, SIR dla krewnych I-go stopnia chorych z PTC wynosit 5.8 (95% CI:
2.1-12.6) dla mezczyzn i 4.1 (95% CI: 2.1-7.1) dla kobiet [43]. Podobne dane przedstawiono
w badaniu Hrafnkelsson i wsp. analizujagcym 712 przypadkow NMTC. Wzgledne ryzyko
(ang. relative risk, RR) dla krewnych I-go stopnia plci meskiej 1 zenskiej wynosito
odpowiednio 4.1 (95% CI: 2.7-5.9) 1 1.9 (95% CI: 1.3-2.7) (Tabela 2) [44].

W badaniach poswigconych rodzinnosci TC nie stwierdzono czgstszego
wystepowania tego nowotworu u wspolmatzonkéw, a wiec osob, ktére dziela to samo
srodowisko ale nie sa spokrewnione genetycznie. Tym niemniej wplyw czynnikow
srodowiskowych oddziatywujacych na cztonkéw rodziny w dziecinstwie i okresie
dojrzewania oraz styl zycia, ktory zazwyczaj (w jakim$ stopniu) jest powielany z pokolenia

na pokolenie mogg mie¢ duze znaczenie w predyspozycji do NMTC. Dlatego w badaniach
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dziedziczno$ci uzywa si¢ pojecia ,,rodzinnosci”, ktore szerzej definiuje predysponujace
czynniki. Badaniami, ktéore mogtyby bardziej precyzyjnie odpowiedzie¢ na pytanie na ile
geny, a na ile czynniki $§rodowiskowe determinuja rozwdj NMTC sg badania z udzialem
bliznigt jedno- i dwujajowych. W badaniach tych zaktada si¢, ze wptyw Srodowiska i/lub
stylu zycia na oboje z bliznigt jest bardzo zblizony. W zwigzku z tym, ze bliznigta
monozygotyczne maja identyczny zestaw gendw, podczas gdy bliznieta dwuzygotyczne
dziela je w 50%, réznica wspotwystepowania TC u blizniagt jedno- i dwujajowych obrazuje
role czynnika genetycznego niezwigzanego z oddzialywaniem $rodowiska. Dla przyktadu,
jesli zgodno$¢ wystepowania TC u bliznigt jednojajowych bylaby wigksza niz u blizniat
dwujajowych, $wiadczytoby to o wigkszym wplywie czynnika genetycznego na jego rozwoj.
Ograniczeniem tego typu badan jest koniecznos$¢ analizy duzej liczby par blizniat, z ktérych
co najmniej jedno choruje na raka. W najwiekszej znanej tego typu analizie badajacej 44 788
par zaobserwowano wzrost ryzyka dla raka zotadka, odbytnicy 1 jelita grubego, pluc, piersi i
prostaty. Istotny statystycznie komponent dziedzicznosci uzyskano tylko dla trzech
nowotworow (prostaty, piersi, odbytnicy 1 jelita grubego - ten ostatni analizowany tacznie
jako ,.colorectal cancer”). Dla TC odnotowano 39 monozygotycznych 1 63
dwuzygotycznych par. W zadnej nie stwierdzono wspotwystgpowania TC. Dane te nie
pozwalaty na wyciagni¢cie wnioskow odnosnie stopnia dziedzicznosci NMTC, aczkolwiek

moga posrednio sugerowac, ze wplyw gendw nie jest decydujacy o rozwoju choroby [45].

Tabela 2. Sumaryczne przedstawienie trzech retrospektywnych badan oceniajacych

genetyczng predyspozycje do nierdzeniastego raka tarczycy (NMTC).

Ryzyko dla krewnych I-go

Populacja . TyIT Typ stopnia Referencja
histologiczny ryzyka
Mezczyzni Kobiety
Szwedzka NMTC SIR 7.8 (3.9-13.2) 2.8 (1.5-4.5) [42]
Norweska NMTC SIR 5.2(2.1-10.7) 4.9 (3.0-7.7) [43]
PTC SIR 5.8 (2.1-12.6) 4.1 (2.1-7.1)
Islandzka NMTC RR 4.1(2.7-5.9) 1.9 (1.3-2.7) [44]
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2.5. Metody wykorzystywane w identyfikacji gendéw bioracych udzial w patogenezie

chorob nowotworowych.

2.5.1. Analiza sprzezen.

Analiza sprz¢zen wykorzystuje znajomo$¢ zjawiska rekombinacji (ang. cross-over)
czyli wymiany materialu genetycznego pomie¢dzy homologicznymi chromosomami
zachodzacym w czasie podzialu mejotycznego do lokalizacji loci zwigzanych z dang
chorobag. W analizie sprzgzen okresla si¢ wspotwystgpowanie markerow genetycznych i
badanego fenotypu u poszczegdlnych cztonkéw rodziny. Im odlegtos¢ pomiedzy dwoma loci
(markerem genetycznym i predysponujacym do choroby) na chromosomie jest mniejsza, tym
prawdopodobienstwo, ze beda one dziedziczone razem (sprzezone) jest wigksze, poniewaz
zmniejsza si¢ prawdopodobienstwo wystapienia rekombinacji i segregacji loci do roznych
gamet. Miarg oddalenia loci jest czgsto$¢ rekombinacji (theta), ktéra przyjmuje wartosci
O<=theta<=0.5 (O=pelne sprzg¢zenie; 0.5=brak sprz¢zenia). Do oceny sprzezenia oblicza si¢
wspotczynnik LOD (ang. logarithm of odds), ktéry jest logarytmem dziesigtnym stosunku
prawdopodobienstwa sprzezenia (theta) do prawdopodobienstwa niesprzezenia dwoch loci.
Wynik LOD=>3 wskazuje na sprzezenie (szanse na sprzezenie 1000:1); wynik LOD=-2
swiadczy przeciwko sprzezeniu (szanse na sprzezenie 1:100) [46]. Analiza sprzg¢zen jest
przydatna w przypadkach, w ktorych badany fenotyp wystepuje rodzinnie a geny inicjujace
proces chorobowy wykazuja duza penetracje. Zaletg analizy sprzezen jest brak koniecznos$ci
znajomosci patogenezy choroby. Wada tej metody jest trudno$¢ wykrycia genow o $redniej
lub niskiej penetracji oraz konieczno$¢ poszukiwania do analizy duzych wielopokoleniowych

rodzin.

2.5.2. Badania asocjacyjne.

W badaniach asocjacyjnych szuka si¢ zwigzku pomiedzy markerem genetycznym a
dang chorobg poréwnujac wystgpowanie wybranych wariantéw w populacji z badanym
fenotypem 1 w odpowiednio dobranej grupie kontrolnej. Badania asocjacyjne z reguly
wymagaja znajomosci patofizjologii choroby, poniewaz markery genetyczne selekcjonuje si¢

w oparciu o lokalizacj¢ genéw bioracych udzial w istotnych z punktu widzenia danej tkanki
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funkcjach takich jak réznicowanie tkanek, proliferacja czy apoptoza. Wybrane na podstawie
postawionej hipotezy badawczej geny nazywa si¢ genami kandydatami (ang. candidate
genes). Zaleta badan asocjacyjnych w poréwnaniu z analizg sprzezen jest wigksza tatwos¢
znalezienia do badania odpowiednich populacji oraz mozliwo$¢ skuteczniejszej identyfikacji
genow o $redniej lub matej penetracji. Wada jest zwykle dokonywanie selekcji markerow w
oparciu o regiony zawierajace geny biorace udzial w znanych szlakach komoérkowych, co
powoduje, ze rzadko odkrywa si¢ nowe $ciezki metaboliczne i nowe transkrypty zamieszane
w proces nowotworowy. Pozbawionymi tego ograniczenia sg badania asocjacyjne catego
genomu (ang. genome wide association study, GWAS), ktorych szybki rozwdj na przestrzeni
ostatnich lat byt jednym z wazniejszych osiagnig¢ wspolczesnej genetyki. Badania GWAS sa
tradycyjnymi badaniami asocjacyjnymi z t3 rd6znica, ze nie dokonuje si¢ wyboru genow
kandydatow, tylko przy uzyciu platform mikromacierzowych genotypuje si¢ na pojedynczej
ptytce od 300 000 do 1 000 000 polimorfizméw rozmieszczonych na catej dlugosci
genomowego DNA. Dzigki tej technice mozna testowac jednocze$nie wiele tysigcy genow
kandydatéw. Kluczowa w projektowaniu badan GWAS jest znajomo$¢ regionow
wykazujacych nierbwnowage sprzgzen, ktoéra pozwala przy pomocy stosunkowo niewielkiej
liczby polimorfizméw 1 ich sprzezenia przeanalizowac caty genom pod katem zmiennos$ci
genetycznej regionow bedacych w nieréwnowadze sprz¢zen (ang. linkage disequilibrium,
LD) i tym samym wskaza¢ loci zwigzane z ryzykiem wystgpienia danego fenotypu. Dane
opisujace czgstos¢ wystepowania wariantOw genetycznych 1 ich sprzezenia sg zawarte w

bazie HapMap (International HapMap Project, http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/). Baza ta jest

mig¢dzynarodowym projektem, ktory ma na celu poznanie 1 skatalogowanie wariantow
polimorficznych ludzkiego genomu wystepujacych w roznych rejonach §wiata. Zawiera ona
dane o kilku milionach SNP’6w w populacji pochodzenia europejskiego, afrykanskiego i
wschodnioazjatyckiego. Dzigki bazie HapMap mozna nakresli¢ mape sprzezen dla ludzkiego
genomu oraz oszacowac jaki jego procent bedzie ,,pokryty” przez konkretny zestaw SNP’ow
znajdujacy si¢ na danej ptytce. Jako mikromacierzy uzywa si¢ zestawow firm Affymetrix
(USA) lub Ilumina (USA). Te pierwsze (Affymetrix’s Genome-Wide Human SNP Array 6.0;
1 852 600 markerow na ptytce) postuguja si¢ technikg hybrydyzacji wyznakowanego DNA

(http://www.affymetrix.com/estore/). Zestawy Ilumina (HumanOmni2.5-Quad BeadChip; 2

379 855 wariantow na plytce) uzywaja techniki hybrydyzacji sond z nastgpczym

przylaczaniem znakowanych nukleotydow (http:/www.illumina.com/) (Rycina 1). W
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badaniach GWAS wazny jest dobor mozliwie licznej grupy z danym fenotypem i bardzo
staranne wyselekcjonowanie grupy kontrolnej pod katem wieku, pochodzenia etnicznego i
ptci tak, by unikng¢ rozwarstwienia (stratyfikacji) badanych populacji. Wyniki
genotypowania przy uzyciu mikromacierzy sa poddawane szczegdtowej kontroli jakosci
poprzez analize odsetka 0s6b z odczytanym genotypem, ocene zgodnosci czestosci alleli z
prawem Hardy’ego-Weinberga, analize niezgodno$ci dziedziczenia wariantow sprzezonych z
plcig oraz dziedziczenia alleli w relacji rodzic-dziecko. Przetworzone w ten sposob wyniki
bada si¢ za pomoca testu chi-kwadrat dla kazdego wariantu z osobna. Z uwagi na
stosunkowo duze prawdopodobienstwo otrzymania wynikow falszywie dodatnich zaleca si¢
przyjmowanie wartoéci p<5x10® jako istotnych statystycznie. Wszystkie warianty
wykazujace zwigzek z chorobg testuje si¢ w dodatkowej populacji chorych i1 kontroli przy
uzyciu tradycyjnych metod genotypowania. Ostatnim etapem badania GWAS jest
potwierdzenie zwigzku zreplikowanych SNP’6w w niezaleznych (walidacyjnych)
populacjach chorych (Rycina 2).

W teorii chorob ztozonych (wieloczynnikowych), a wiec takich, w ktorych wzajemna
interakcja genow i czynnikdéw srodowiskowych determinuje rozwdj danego fenotypu istnieja
dwie przeciwstawne hipotezy dotyczace ich genetycznego podtoza. Pierwsza zaktada, ze w
genezie tych chordb biorg udziat liczne 1 czgsto wystepujace w populacji warianty, z ktorych
kazdy z osobna niesie stosunkowo mate ryzyko ale zsumowane razem i we wspoétdziataniu z
czynnikami srodowiskowymi mogg one wyzwoli¢ proces chorobowy (,,czgsta choroba-czesty
wariant”; ang. ,,common disease-common variant”’, CD-CV) [47]. W przypadku
prawdziwosci hipotezy CD-CV badania GWAS analizujace stosunkowo czeste warianty
(czestos¢ rzadszego allelu > 5%; ang. minor allele frequency, MAF) bytyby bardzo przydatne
w wykrywaniu gendw zwigzanych z chorobami wieloczynnikowymi. Badania asocjacyjne
catego genomu wykazaly swoja skutecznos¢ w identyfikacji transkryptéw bioracych udziat w
patogenezie chorob ztozonych takich jak cukrzyca typu 2, udar niedokrwienny mozgu,
choroba wiencowa, stwardnienie rozsiane, rak piersi, reumatoidalne zapalenia stawow czy
choroba Alzheimer’a [48-54]. Dla wigkszo$ci z powyzszych chorob ryzyko jakie niost
predysponujacy allel nie byto wysokie (1.2<OR<2.0) i potwierdzato hipotezg CD-CV. Z
drugiej strony niektorzy badacze sugeruja, ze w etiologii chordb ztozonych biora udziat
rzadkie (MAF<1%) ale niosace duze ryzyko rozwoju choroby warianty (,,czgsta choroba-

rzadki wariant”; ang. ,,common disease-rare variant’, CD-RV). Innymi slowy choroby
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ztozone sg efektem wystepowania rzadkich ale licznych wariantow, z ktorych kazdy z osobna
moze odpowiada¢ za obserwowany fenotyp [55]. Zaktadajac prawdziwos¢ tej teorii badania
GWAS bylyby mniej przydatne w identyfikacji tych polimorfizméw i jedynie poprzez
sekwencjonowanie catego genomu (ang. whole-genome sequencing) bylibySmy w stanie
wykry¢ predysponujace mutacje. Jednakze dane z dotychczas opublikowanych badan
wskazuja, ze w chorobach wieloczynnikowych mozna wskaza¢ zaréwno czgste polimorfizmy
z matym ryzykiem jak i bardzo rzadkie, niosace duze ryzyko warianty. Sugeruje to, Ze nie ma
dychotomii pomiedzy tymi dwiema teoriami i rola badan GWAS w poszukiwaniu czestych

wariantow jest bardzo istotna [56, 57].
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Rycina 1. Schemat genotypowania z wykorzystaniem mikromacierzy. (A) Mikromacierze

firmy Affymetrix (USA) (http://www.affymetrix.com/estore/). (B) Mikromacierze firmy
[lumina (USA) (http://www.illumina.com/).
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Rycina 2. Schemat badania GWAS (Stages of a genome-wide association study,

http://www.uptodate.com/contents/search). (1, 2) Genotypowanie chorych i kontroli przy

uzyciu mikromacierzy DNA. Na wykresie przedstawiono przyktadowy wynik
genotypowania dla pojedynczego SNP’u. Homozygoty z czestszym allelem [A] zostaly
przedstawione kolorem niebieskim, kolorem czerwonym zaznaczono homozygoty z
rzadszym allelem [G], heterozygoty reprezentuje kolor zielony. (3) Kontrola jakosci
genotypowania przeprowadzona na poziomie wynikéw dla pojedynczego markera. (4)
Analiza gtownych sktadowych (ang. principal component analysis, PCA) celem wykrycia
ewentualnego rozwarstwienia badanych populacji  (stratyfikacja populacji). (5)
Genotypowanie in silico. Typowanie genotypu (kolor szary) wariantow sagsiadujacych z
markerami o znanym dzigki mikromacierzom genotypie (kolor czarny). Wytypowane
warianty wlacza si¢ do analizy asocjacji. (6) Wnioskowanie statystyczne (7) Prezentacja
wynikow za pomocg ,,wykresu Manhattan”, gdzie pojedyncze wyniki sg przedstawiane jako
funkcja —logiop (0§ Y) natozonych na lokalizacje danego markera na chromosomie (0$ X).
(8) Replikacja wynikéw w niezaleznych populacjach chorych z ewentualng dalszg walidacja

biologiczna i/lub sekwencjonowaniem.

2.6. Warianty polimorficzne predysponujace do wysokozréznicowanego raka tarczycy.

Dane z licznych badan retrospektywnych wskazaly na stosunkowo istotng rolg genow
w patogenezie PTC [42-44]. Wydawalo by si¢ wigc, ze predysponujgce mutacje powinny
wykazywa¢ duzg penetracje z mendlowskim typem dziedziczenia w obrebie dotknigtych ta
chorobg rodzin. W istocie, odsetek chorych z wywiadem rodzinnym w kierunku PTC siega
okoto 10% 1 jak na tak rzadki nowotwor jest stosunkowo wysoki [58, 59]. Jednakze drzewa
genealogiczne pokazujace mendlowski typ dziedziczenia sa bardzo nieliczne, a rodziny z
wigcej niz pigcioma cztonkami z rozpoznanym PTC sg wyjatkowe rzadkie. Co wigcej, w
rodzinach, w ktoérych mendlowski typ dziedziczenia wydaje si¢ mie¢ zastosowanie zdarzaja
si¢ generacje wolne od choroby. Powyzsze obserwacje sugeruja, ze geny predysponujace do
PTC wykazuja niska penetracj¢ oraz prawdopodobnie wzajemne wspotdziatanie, a ich
interakcja z czynnikami $rodowiskowymi moze odgrywac rol¢ w inicjacji nowotworu [60].

Dotychczas opublikowane badania analizujace sprz¢zenie genetyczne w rodzinach z PTC
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wskazaly na regiony, gdzie mogg znajdowac si¢ potencjalne mutacje (1q21 [61], 221 [62],
6922 [63], 8p23 [64], 8q24 [65], 14q31 [66], 19p13.2 [67]) ale w zadnym z tych badan nie
zidentyfikowano 1 opisano  konkretnych  genéw.  Wigkszos¢  przekonujaco
udokumentowanych polimorfizméw zwigzanych z ryzykiem dla PTC wykryto przy pomocy

badan asocjacyjnych (Tabela 3).

Tabela 3. Najwazniejsze warianty genetyczne zwigzane z predyspozycja do NMTC

wskazane w duzych badaniach asocjacyjnych (>200 chorych, >300 kontroli).

rf;’fc;;f; Locus Wariant OR p Badanie Zreplikowano
NMTC 2q35 1s966423 1.34 1.3x10° [68]
PTC 5q34 1s2910164 1.62 7.0x10°° [69] Nie [70]
NMTC 8pl2 1s2439302 1.36 2.0x10” [68]
PTC 8q24.21 156983267 1.37 0.04 [71] N;l;a%(7[27’07]3]
NMTC 8q24 rs1133076 1.60 0.015 [74]
PTC+FTC 9q22.33 1s965513 1.75 1.7x10™ [75] Tak [70, 76, 77]
PTC+FTC 9q22 rs1867277 1.49 5.9x107 [78] Tak [70, 76]
PTC 11pl1.2 rs4752904 1.61 0.0053 [79]
PTC+FTC 14q13.3 1s944289 1.37 2.0x10” [75] Tak [70, 77]
NMTC 14q13.3 rs116909374 2.09 4.6x10™" [68]
PTC+FTC 19q13.2 1525487 0.70 0.03 [80] Tak [81]

Najwazniejsze z predysponujacych do NMTC SNP’6w, ktore wymagaja krotkiego
omoOwienia to badania Jazdzewskiego i1 wsp. dotyczace polimorfizmu rs2910164 1 jego
wplywu na funkcje miR-146a [69, 82], badanie Landa i wsp. pokazujace wptyw wariantu
rs1867277 zlokalizowanego w genie FOXEI na wigzanie czynnikow transkrypcyjnych
USF1/USF2 [78], badanie Wokotorczyk i wsp. wykazujace zwiazek rs6983267 z r6znymi
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nowotworami w tym z TC [71] oraz dwa asocjacyjne badania calego genomu, ktore wskazaty
pig¢ polimorfizméw (rs965513, 1944289, 15966423, 152439302 1 rs116909374)
predysponujacych do NMTC [68, 75].

2.6.1. Wariant rs2910164.

Predyspozycja polimorfizmu rs2910164 do PTC zostala po raz pierwszy opisana
przez Jazdzewskiego i wsp. w roku 2008. W analizie 601 chorych z PTC i 901 kontroli
badacze ci wykazali, ze SNP rs2910164 znajdujacy si¢ 60 nukleotydow od poczatku
sekwencji dla pre-miR-146a (w tak zwanej ,,nici pasazera”, ang. passenger strand) niesie
zwigkszone ryzyko dla heterozygot rs2910164[GC] (OR=1.62 (95% CI:1.3-2.0),
p=0.000007) oraz zmniejszone dla homozygot rs2910164[CC] (OR=0.42 (95% CI:0.24-
0.73), p=0.0027) i homozygot rs2910164[GG] (OR=0.69 (95% CI:0.57-0.85), p=0.0006)
[69]. Analiza genotypu rs2910164 w tkance guza wykazata, ze u 4.7% chorych doszto do
spontanicznej mutacji somatycznej ze zmiang genotypu z formy homozygotycznej (CC lub
GG) do postaci heterozygotycznej, a wigc zwigkszajacej ryzyko dla PTC. W kolejnej pracy ci
sami badacze wykazali, ze ni¢ pasazera u heterozygot ulega procesowaniu w podobny sposéb
jak ni¢ przodujaca (ang. leading strand) i ostatecznie u tych chorych mozna wykry¢ 3 formy
dojrzatego mikroRNA (jedna z nici przodujacej (miR-146a) 1 dwie z nici pasazera (miR-
146a*G 1 miR-146a*C)), z ktorych kazda ma swoj specyficzny zestaw docelowych genow.
Ocena ekspresji transkryptéw w zdrowej 1 nowotworowej tkance tarczycowej pokazala, ze
chorzy z genotypem 1s2910164[GC] w pordOwnaniu z pacjentami z genotypem
rs2910164[GG] réznig sie ekspresja gendw regulujacych procesy apoptozy (tkanka zdrowa i
guza odpowiednio 27 gendéw, p=0.011 i 44 genéw, p=0.0001), co prowadzi do zmienionej
odpowiedzi komorkowej na uszkodzenie DNA i moze wyjasnia¢ mechanizm predyspozycji
heterozygotycznosci [82]. Prace te byly jednymi z pierwszych opartymi na analizie duzej
populacji chorych i kontroli, wskazujacymi na konkretny wariant genetyczny predysponujacy
do PTC oraz wyjasniajacymi w nowatorski sposob mechanizm predyspozycji. W duzym
badaniu (781 chorych z NMTC 1 6122 kontroli) analizujacym pig¢ najwazniejszych SNP’ 6w
predysponujacych do PTC potwierdzono zwigzek dla czterech z nich. Jedynym wariantem,
ktory nie wykazal asocjacji z NMTC byt 152910164 (genotyp CG: OR=1.032 (95% CI:0.876-
1.214), p=0.728; genotyp CC: OR=0.987 (95% CI:0.682-1.384), p=0.985; allel
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1s2910164[C]: OR=1.013 (95% CI:0.893-1.148), p=0.845) [70]. Subanaliza dla chorych z
PTC dla réznych modeli ryzyka takze pokazata brak zwigzku rs2910164 z ta postacig
histologiczng (p>0.784). Autorzy badania wskazali, ze w badaniu Jazdzewskiego i wsp.
widoczne bylo odchylenie od réwnania Hardy’ego-Weinberg’a dla genotypow chorych z
PTC. Nie do konca jest jasne, czy byt to rezultat czy przyczyna zwigzku heterozygotycznosci
z PTC. Innym wyjasnieniem moga by¢ osobnicze réznice pomigdzy badanymi populacjami
aczkolwiek z uwagi na to, ze w obydwu projektach analizowano chorych rasy kaukaskiej

wydaje si¢ to mato prawdopodobne.

2.6.2. Wariant rs1867277.

Gen FOXEI znajdujacy si¢ na chromosomie 9922 koduje czynnik transkrypcyjny
bioracy udzial w organogenezie 1 réznicowaniu tarczycy, utrzymywaniu postembrionalnej
dojrzato$ci gruczotu tarczowego oraz regulacji ekspresji tarczycowo-specyficznych genow
takich jak tyreoglobulina (TG) i1 tyreoperoksydaza (TPO) [83-86]. Mutacje w tym genie
prowadza do agenezji tarczycy oraz rozszczepu podniebienia [87, 88]. Wariant rs1867277
znajdujacy si¢ w regionie 5’ nie ulegajacym translacji (ang. 5 untranslated region) FOXEI
wykazat silny zwigzek z TC w populacji 1097 chorych z NMTC 1 1057 kontroli (OR=1.49
(95% CI:1.30-1.70), p=5.9x10) [78]. Allel ryzyka rs1867277[A] zmienial powinowactwo
czynnikow transkrypcyjnych USF1/USF2 do wigzania w miejscu wariantu, co wptywato na
aktywno$¢ promotora FOXEI. Predyspozycja rs1867277 do TC zostata potwierdzona w
niezaleznej populacji chorych z NMTC 1 chorych z PTC indukowanym promieniowaniem

radioaktywnym [70, 76].

2.6.3. Wariant rs6983267.

SNP 156983267 zostat po raz pierwszy opisany jako wariant predysponujacy do raka
prostaty i jelita grubego [89-91]. Marker ten znajduje si¢ na chromosonie 8q24 w 19 kb bloku
wykazujacym silng nieréwnowage sprzezen. W badaniu Wokotorczyk 1 wsp. analizujacym
7665 chorych i 1910 kontroli potwierdzono zwiazek rs6983267 z rakiem prostaty i jelita
grubego oraz wykazano, ze wariant ten predysponuje takze do raka nerek, tarczycy i krtani

[71]. Dane z analizy 485 chorych z TC i 1910 kontroli wskazaly na zwigkszone ryzyko dla
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osob z genotypem 156983267[GG] (OR=1.37 (95% CI: 1.02-1.82), p=0.04). Autorzy
publikacji zwracali uwage, ze istotno$¢ statystyczna tego zwigzku byla graniczna
(prawdopodobnie z uwagi na malg liczebnos¢ badanej populacji) oraz dopuszczali
mozliwos$¢, ze opisywana asocjacja byta falszywie dodatnia. W dwoéch kolejnych badaniach z
Hiszpanii i USA (odpowiednio 398 chorych z NMTC i 479 kontroli oraz 344 chorych z PTC
1 452 kontroli) nie znaleziono dowodu na zwigzek rs6983267 z TC [72, 73]. Kolejna analiza
przeprowadzona przez Jones i wsp. pokazata, ze allel rs6983267[G] istotnie statystycznie
zwigkszat ryzyko dla PTC (OR=1.140 (95% CI: 1.025-1.268), p=0.016). Sita zwiazku byta
najwigksza dla modelu recesywnego predyspozycji (pcc vs gT+r1=0.004), czyli inaczej niz dla
ryzyka jakie niesie ten polimorfizm dla innych nowotworéw. Metaanaliza badania polskiego
1 brytyjskiego wskazata, ze model recesywny ulega wzmocnieniu (rs6983267[GG] vs [GT],
OR=1.215 (95% CI: 1.051-1.404), p=0.004) natomiast nie ma istotnej réznicy pomig¢dzy
heterozygotami a homozygotami [TT] (OR=1.087 (95% CI:0.933-1.266), p=0.142) [70].

2.6.4. Wariant rs944289.

Pierwsze badanie asocjacyjne catego genomu opublikowane przez Gudmundsson i
wsp. w roku 2009 analizowato zwigzek pomigdzy DTC a 304 083 wariantami genetycznymi
u 378 chorych 1 37 196 kontroli [75]. Skan catego genomu wskazat na dziewiec
potencjalnych polimorfizméw wykazujacych asocjacje z DTC, z ktéorych siedem bylo
zlokalizowanych w jednym bloku LD na chromosomie 9q22.33 (rs965514[A],
rs10759944[A], rs907580[A], rs10984103[A], rs925487[G], rs7024345[A], rs1443434[G]), a
pozostale dwa znajdowaly si¢ na chromosomach 14q13.3 (rs944289[T]) 1 1p36.13
(rs622450[T]). Polimorfizmy te zostaly pojedynczo genotypowane (ang. single track assay)
w dodatkowej populacji 241 chorych z DTC przy uzyciu zestawu Centaurus. Zbiorcza
analiza wynikéw dla obu badanych grup wskazata na trzy warianty najsilniej zwigzane z
ryzykiem dla TC (rs965513[A]: OR=1.77 (95% CI:1.57-2.00), p=6.8x10’; rs10759944[A]:
OR=1.77 (95% CI: 1.57-2.01), p=1.7x10"""; rs944289[T]: OR=1.44 (95% CI:1.26-1.63),
p=2.5x10"). Polimorfizmy rs965513[A] i rs10759944[A] zlokalizowane w bloku LD na
chromosomie 9q22.33 byly silnie ze soba skorelowane (r*=1 dla Utah CEPH HapMap i
1’=0.998 dla populacji islandzkiej) i do dalszej analizy zostat wybrany wariant 1s965513. W

analizie wieloczynnikowej regresji zaden z pozostatych pigciu wariantow bedacych w

26



nierownowadze sprzezen z rs965513 (9922.33) nie wykazat istotno$ci statystycznej. Wyniki
dla polimorfizméw 1rs965513 1 rs944289 zostaly zreplikowane w dwoch niezaleznych
populacjach (USA: PTC=342, kontrole=384; Hiszpania: DTC=90, kontrole=1343).
Skumulowane ryzyko dla TC we wszystkich grupach (islandzkiej, amerykanskiej i
hiszpanskiej) wynosito OR=1.75 (95% CI:1.59-1.94), p=1.7x10*" i OR=1.37 (95% CI: 1.24-
1.52), p=2.0x10" dla odpowiednio rs965513[A] i rs944289[T] (Tabela 4).

Tabela 4. Wyniki badania asocjacyjnego catego genomu (GWAS) dla DTC opublikowane

przez Gudmundsson i wsp. (2009) [75]. CTR=kontrole.

; Liczba Allel ryzyka %
Wa; 'a“tl (locus) OR (95% CI) p
opulacja DTC CTR DTC CTR
rs965513[A] (9q22.33)
Islandia 579 37196 49.0%  35.2% 1.77 (1.57-2.00)  6.8x107™°
Hiszpania 89 1343 44.4%  34.2% 1.51 (1.13-2.09) 6.5x107
USA 294 384 47.1%  32.9% 1.81 (1.45-2.26) 1.2x107
Razem 962 38923 - 34.1% 1.75 (1.59-1.94) 1.7x10™
rs944289[T| (14q13.3)
Islandia 574 37083 64.4%  55.8% 1.44 (1.26-1.63) 2.5x10°
Hiszpania 90 881 60.0%  56.9% 1.14 (0.83-1.55) 4.3x10™
USA 342 381 65.4%  59.1% 1.32 (1.06-1.63) 1.2x107
Razem 1006 38345 - 57.3% 1.37 (1.24-1.52) 2.0x107

W badanej populacji 11% 1 32% o0s6b bylo homozygotycznymi nosicielami dla

odpowiednio rs965513[A] i 1s944289[T]. Homozygoty rs965513[A]

1 1s944289[T] miaty

zwigkszone ryzyko dla TC o odpowiednio 3.1 i 1.9 raza. Osoby bgdace homozygotycznymi
nosicielami obydwu wariantow (3.7% populacji) miaty oszacowany OR na poziomie 5.7.
Subanaliza dla podtypow histologicznych wykazata, ze dla postaci brodawkowatych OR dla
wariantu zlokalizowanego na chromosomie 9 (PTC=738, kontrole=38537) bylo nieznacznie

wyzsze (OR=1.80 (95% CI: 1.60-2.02), p=4.7x10""), a dla polimorfizmu umiejscowionego
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na chromosomie 14 (PTC=779, kontrole=38345) nieznacznie nizsze (OR=1.32 (95% CI:
1.18-1.48), p=2.0x10°). Dla FTC ryzyko jaki niést wariant rs965513[A] (FTC=65,
kontrole=38537) wynosito OR=1.55 (95% CI: 1.09-2.20) (p=0.016), natomiast dla wariantu
r$944289[T] (FTC=66, kontrole=37964) byto wyzsze i wynosito OR=1.63 (95% CI: 1.14-
2.33) (p=0.0071). Wyniki tej subanalizy wskazuja, ze obydwa SNP’y zwigkszaja ryzyko dla
najczestszych typow histologicznych TC.

Wariant rs944289 jest zlokalizowany w 249 kb bloku wykazujacym nieréwnowage
sprzgzen, w ktoérym nie opisano w bazie RefSeq zadnych genow. Najblizsze znane geny w
sasiedztwie rs944289 znajduja si¢ 338 kb centromerycznie (BRMSIL) i 108 kb telomerycznie
(MBIP) wzgledem tego wariantu. Najblizszy tarczycowo-specyficzny gen (NKX2-1) znajduje
si¢ 338 kb od rs944289. Dla SNP rs965513 najblizszym genem jest FOXEI, ktory jest
zlokalizowany 57 kb od tego polimorfizmu. Geny NKX2-1 1 FOXE] s3a waznymi czynnikami
transkrypcyjnymi regulujacymi ekspresje innych tarczycowo-specyficznych genoéw [92].
Gudmundsson 1 wsp. analizowali asocjacje obydwu wariantbw z poziomami hormonu
tyreotropowego (ang. thyroid-stimulating hormone, TSH), wolnej trijodotyroniny (ang. free
triiodothyronine, fT3) 1 wolnej tyroksyny (ang. free thyroxine, fT4). Zardéwno rs944289[T] jak
1 1s965513[A] wykazaty zwigzek z nizszymi poziomami TSH o odpowiednio -1.7%
(p=0.030) i -5.9% (p=2.9x10™"") dla pojedynczej kopii allelu ryzyka. Allel rs965513[A]
wykazatl zwiazek z wyzszymi poziomami fT5 (+1.2%, p=3.0x10") i nizszymi poziomami fT
(-1.2%, p=6.1x10"). W drugim badaniu asocjacyjnym calego genomu opublikowanym w
roku 2012 przez ten sam zespot badaczy wskazano na trzy kolejne warianty genetyczne,
ktore wykazaty zwigzek z niskim poziomem TSH 1 ryzykiem dla TC [68]. W badaniu tym
analizowano 27 758 0s6b bez rozpoznanego TC identyfikujac 22 polimorfizmy wykazujace
zwigzek z obnizonym poziomem TSH. Wsrdéd tych SNP’6w zidentyfikowano odkryty
wczesniej wariant 1s965513 zlokalizowany na chromosomie 9q22.33, ktéry wylaczono z
dalszej analizy. Na podstawie danych otrzymanych z genotypowania 21 wariantow
wykazujacych asocjacje z niskim poziomem TSH u 561 chorych z DTC i 40 013 kontroli
zidentyfikowano wstegpnie pie¢ polimorfizméw wykazujacych zwigzek z TC, z ktérych po
wlaczeniu danych otrzymanych z niezaleznych populacji walidacyjnych (DTC=595,
kontrole=2604) zawgzono ostatecznie do trzech najsilniej predysponujacych do DTC (2q35,
1s966423: OR=1.34 (95% CI: 1.22-1.47), p=1.3x10""; 8p12, rs2439302: OR=1.36 (95%
CI:1.23-1.50), p=2.0x10"; 14q13.3, rs116909374: OR=2.09 (95% CI: 1.68-2.60), p=4.6x10"
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). Wariant znajdujacy sie na chromosomie 14 jest zlokalizowany 89 kb od polimorfizmu
r$944289 opisanego w pierwszym badaniu GWAS. Oba SNP’y lezg w dwoch sasiadujacych
lecz réznych regionach wykazujacych nierownowage sprzgzen. Analiza korelacji wskazata
na bardzo staby zwiazek tych wariantow (n=3693, r’=0.005). Zaréwno rs944289 jak i
rs116909374 wykazuja niezalezng od siebie istotnos¢ statystyczng (model bez wzajemnego
dopasowania odpowiednio: OR=1.36, p=4.9x10® i OR=2.07, p=5.0x10""; model z
dopasowaniem odpowiednio: OR=1.32, p=1.9x10"" i OR=1.99, p=8.7x10"'""), co sugeruje, ze
region 14ql13.3 zawiera dwa predysponujace niezaleznie od siebie polimorfizmy o
prawdopodobnie innym mechanizmie dziatania (Rycina 3).

Zwiazek polimorfizmu rs944289[T] z NMTC zostal zreplikowany w dwoch
niezaleznych populacjach chorych. W pierwszym badaniu analizujacym 507 pacjentéw z
PTC 1 2766 kontroli z populacji japonskiej iloraz szans dla rs944289[T] wynosit OR=1.21
(95% CI: 1.04-1.39), p=0.0121 [70]. W drugim badajac 781 chorych z NMTC 1 6122 kontroli
pochodzacych z Wielkiej Brytanii takze potwierdzono istotno$¢ statystyczng ryzyka jakie
niesie rs944289[T] (OR=1.33 (95% CI: 1.19-1.49), p=6.95x10"") [77]. Zbieznos¢ wynikow
dla rs944289 w réznych populacjach w potaczeniu z danymi dla wariantu rs116909374
wskazujg na locus 14ql13.3 jako jeden z wazniejszych regionéw ludzkiego genomu

zwigzanych z predyspozycja do DTC.
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Rycina 3. Wartosci —log;op dla zwigzku rs944289 1 rs116909374 z TC (czerwone diamnety:
bez wzajemnego dopasowania; czarne punkty: z wzajemnym dopasowaniem) oraz wskaznik
rekombinacji (¢cM/Mb) w 375 kb regionie 14q13.3. Wskaznik rekombinacji zostat obliczony
w oparciu o dane z CEU HapMap 11.22.
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3. CELE PRACY

1. Identyfikacja potencjalnych genow zlokalizowanych w bliskim sagsiedztwie wariantu

polimorficznego rs944289.

2. Strukturalna charakterystyka wytypowanych transkryptow zlokalizowanych w locus
14q13.3.

3. Okreslenie zaleznosci pomigdzy wytypowanymi genami a wariantem rs944289.

4. Wstepne scharakteryzowanie biologicznej funkcji gendéw zidentyfikowanych w locus
14q13.3.
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4. MATERIAL i METODY

4.1 MATERIAL.

4.1.1. Linie komorkowe.

Linia TPC-1.

Ludzka lini¢ komérkowa TPC-1 PTC otrzymano dzigki uprzejmosci dr Matthew D.
Ringel’a i dr Motoyasu Saji z Ohio State University (USA). Komorki hodowano w
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) firmy Gibco (USA) zawierajacym 10%
ptodowej surowicy wolowej (ang. fetal bovine serum, FBS; Gibco, USA) oraz Ix

endogennych aminokwasow (Gibco, USA).

Linia BCPAP.

Ludzka lini¢ komorkowg BCPAP PTC otrzymano dzigki uprzejmosci dr Matthew D.
Ringel’a 1 dr Motoyasu Saji z Ohio State University (USA). Komorki hodowano w Roswell
Park Memorial Institute 1640 medium (RPMI 1640) (Gibco, USA) zawierajacym 10% FBS
(Gibco, USA).

Linia COS-7.

Lini¢ komorkowa COS-7 wywodzaca si¢ z nerki koczkodana zielonego (fac.
Cercopithecus aethiops) zakupiono z firmy ATCC (nr katalogowy CRL-1651). Komorki
hodowano w pozywce DMEM (Gibco, USA) suplementowang 10% FBS (Gibco, USA).

Linia HEK293T.

Ludzka lini¢ komérkowa HEK293T wywodzacg si¢ z komodrek embrionalnych nerki
zakupiono z firmy ATCC (nr katalogowy CRL-11268). Komoérki HEK293T hodowano w
DMEM (Gibco, USA) uzupelnionym 10% FBS (Gibco, USA).

Wszystkie linie komoérkowe byly hodowane w temperaturze 37°C, w atmosferze

zawierajacej 95% powietrza i 5% COs,.
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4.1.2. Badana populacja.

W pracy wilasnej analizowano RNA wyizolowane z pobranej w czasie zabiegu
operacyjnego (a nastepnie zamrozonej 1 przechowywanej w cieklym azocie) tkanki
nowotworowej i zdrowej tkanki tarczycowej (pobranej z przeciwlegltego do lokalizacji guza
ptata tarczycy). W pracy analizowano takze DNA wyizolowane z limfocytow krwi
obwodowej. Material do badan pobrano od 46 chorych z rozpoznanym histologicznie PTC.
Wszyscy pacjenci po zapoznaniu si¢ z protokotem badania wyrazili pisemng zgode na udziat
w projekcie. Badanie uzyskalo zgod¢ Komisji Bioetycznej dzialajacej przy The Ohio State
University (The Institutional Review Board at the Office of Responsible Research Practices
Ohio State University, numer zgody 2006C0047). Charakterystyke badanej populacji
przedstawiono w Tabeli 5.

W reakcjach sekwencjonowania (opisanych w rozdziale 4.2.13) uzyto 33 probek
RNA (par zdrowa tkanka tarczycowa-tkanka PTC) dostepnych w laboratorium w momencie

wykonywania eksperymentu (Tabela 6).

Tabela 5. Charakterystyka badanej populacji.

Charakterystyka Pacjenci z PTC (n=46)
Wiek przy rozpoznaniu choroby (lata) 43.2 (SD=£13.7)
Typ histologiczny:
 wariant pecherzykowy 7(15.2%)
Rasa:
e kaukaska 45 (97.8%)
1(2.2%)

* azjatycka
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Tabela 6. Charakterystyka chorych z PTC, u ktorych wykonano sekwencjonowanie

wytypowanych transkryptow w zdrowej tkance tarczycowej 1 tkance guza.

Charakterystyka Pacjenci z PTC (n=33)

Wiek przy rozpoznaniu choroby (lata) 43.1 (SD+14.8)
Mgzczyzni 6 (18.2%)
Typ histologiczny:

* klasyczny 29 (87.9%)

 wariant pecherzykowy 4 (12.1%)
Rasa:

» kaukaska 32 (97.0%)

1 (3.0%)

* azjatycka

4.1.3. Dawcy narzadow.

W eksperymentach RLM-RACE (rozdziat 4.2.7), reakcjach klonowania (rozdziat
4.2.8) 1 northern blot (rozdziat 4.2.9) i wykorzystano RNA wyizolowane z tkanki tarczycowe;j

pobranej od dawcoéw organdw (Lifeline of Ohio; http://www.lifelineofohio.org). Ekstrakcja

RNA zostata wykonana przy uzyciu roztworu TRIzol (Ambion, USA) wedlug protokotu

zalecanego przez producenta.

4.2. METODY

4.2.1. Odczynniki i aparatura.

Tabela 7. Odczynniki uzyte w badaniu.

Assay/Reagent Zestaw/Odczynnik nr katalogowy Producent
Agilent Low Input One- | zestaw Agilent Low Input One- . .
Color Labeling Color Labeling 5190-2305 Agilent Technologies
alamarBlue® odczynnik alamarBlue® DAL1100 Invitrogen

™ 1
Amersham Hyperfilm film Amersham Hyperfilm™ MP 28-9068-42 GE Hea‘lthcare Life
MP Sciences
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Assay/Reagent Zestaw/Odczynnik nr katalogowy Producent
AmpliTaq Gold® DNA | polimeraza AmpliTaq Gold® . .
Polymerase DNA N8080258 Applied Biosystems

. L Santa Cruz
anti-C/EBPa przeciwciato anty-C/EBPa sc-61x Biotechnology Inc.

. . Santa Cruz
anti-C/EBPf przeciwciato anty-C/EBPf sc-150x Biotechnology Inc.

. . A ®
Bovine Serum Albumin surowicza albumina wolowa B9001S New England BioLabs
(BSA) Inc
cOmplete Mini, EDTA-
free Protease Inhibitor mieszanina inhibitorow proteaz 4693159001 Roche
Cocktail Tablets
Costar® 6 Well Clear .

TC-Treated Multiple plytk’a 6 dolkowa do hodowi 3516 Corning Incorporated
komorkowe;j
Well Plates
Costar® 12 Well Clear .
TC-Treated Multiple plytk’a 12 dqlkowa do hodowli 3513 Corning Incorporated
komorkowej
Well Plates
Costar® 24 Well Clear .
TC-Treated Multiple plytk’a 24 dqlkowa do hodowli 3524 Corning Incorporated
komorkowej
Well Plates
Corning® 96 Well Flat
Clear Bottom Black ptytka 96 dotkowa do hodowli .
Polystyrene TC-Treated | komorkowej 3603 Corning Incorporated
Microplates
DMEM pozywka DMEM 11995-065 Gibco
DNA SurePrint G3 zestaw mikromacierzowy DNA .
. . G4851A (design . .
Human Gene Expression | SurePrint G3 Human Gene 1D 028004) Agilent Technologies
8x60000 Arrays Expression 8x60000 Arrays
zestaw do reakcji oczyszczania
DNA-free™ Kit probek RNA z genomowego AM1906 Ambion
DNA
dNTP Mix (dATP, mieszanina ANTP (dATP, dCTP,
dCTP, dGTP, dTTP) dGTP, dTTP) 11814362001 Roche
DTT ditiotreitol V3151 Promega
Dual-Luciferase® zestaw do reakcji podwdjne;j
Reporter Assay System lucyferazy E1910 Promega
E-Gel® CloneWell 0.8% | zel E-Gel® CloneWell 0.8% G6618-08 Invitrosen
SYBR® Safe SYBR® Safe &
EDTA (0.5 M, pH 8.0) EDTA (0.5 M, pH 8.0) 15694 USB (Affymetrix)
Ethidium Bromide
Solution bromek etydyny 161-0433 BIO-RAD
ExoSAP-IT® For PCR Zestaw ExoSAP-IT® do .
Product Clean-Up oczyszczania reakcji PCR 78201 Affymetrix
Expand Long Template zestaw PCR do powielania
PCR System dlugich fragmentéw DNA 11759060001 Roche
Fetal Bovine Serum plodowa surowica wotowa 26140-079 Gibco
FirstChoice” Human zestaw RNA wyizolowanego z .
Total RNA Survey Panel | ludzkich tkanek AM6000 Ambion
FirstChoice® RLM- .
RACE Kit zestaw RLM-RACE AM1700 Ambion
High Capacity CDNA zestaw do reakcji odwrotnej . .
Reverse Transcription .. 4368813 Applied Biosystems
Kit transkrypcji
Hybond N membrana Hybond N RPN119N GE Healthcare Life
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Assay/Reagent Zestaw/Odczynnik nr katalogowy Producent
Sciences
illustra MicroSpin G-50 | kolumny do oczyszczania GE Healthcare Life
. . 27-5330-01 .
Columns radioaktywnej sondy Sciences
Isoamyl alcohol alkohol isoamylowy BP1150 Fischer Scientific
. ®
Kpnl HF enzym restrykcyjny Kpnl HF R3142L New Engl{iﬁf BioLabs
Lipofectamine® 2000 | 1 o e (amina® 2000 52887 Invitrogen
Transfection Reagent
MEM Non'-Essentle'll mieszanina ’endogennych 11140-050 Gibeo
Amino Acids Solution aminokwaséw
MiniElute PCR zestaw do oczyszczania reakcji
Purification Kit PCR 28006 QIAGEN
MOPS MOPS BP308 Fischer Scientific
. ®
NEB2 buffer bufor NEB2 B7002S New England BioL.abs
. ®
NEB3 buffer bufor NEB3 B7003S New England BioLabs
. ®
NEB4 buffer bufor NEB4 B7004S New E“glﬁg BioLabs
Opti-MEM® Reduced . . .
Serum Medium pozywka Opti-MEM® 31985-070 Gibco
pGL4.24 wektor pGL4.24 E8421 Promega
Phosphate-Buffered roztwor soli fizjologicznej .
Saline (PBS) buforowanej fosforanem 10010-023 Gibeo
GenBank® Acc.#:
phRL-TK wektor phRL-TK AF362547 Promega
Poly(deoxyinosinic-
deoxycytidylic) acid poli(dI-dC) P4929 Sigma Aldrich
sodium salt
. .| zestaw do izolacji plazmidowego
%tAGEN Plasmid Maxi | [j\14"7 uzyeh (500 ml) kultur 12163 QIAGEN
bakteryjnych
. .. zestaw do izolacji plazmidowego
%tAprep Spin Miniprep | y\ya' matyeh (5 mi) kultur 27106 QIAGEN
bakteryjnych
RPMI 1640 pozywka RPMI 11875-093 Gibco
Salmon Sperm DNA DNA z nasienia ososia AM9680 Ambion
SAP enzym SAP 78390 Affymetrix
gapsm@ Multiplex | - taw SNaPshot® Multiplex Kit 4323161 Applied Biosystems
SYBR® Green PCR mieszanina SYBR® Green do . .
Master Mix reakcji real time PCR 4364346 Applied Biosystems
T4 DNA Ligase ligaza T4 DNA 15224-025 Invitrogen
T4 DNA Ligase Buffer bufor do ligazy T4 DNA 46300-018 Invitrogen
TEMED TEMED 161-0801 Bio-Rad
TOPO® TA Cloning®
Kit for Sequencing with | zestaw do klonowania TOPO®
One Shot® TOP10 TA zawierajacy One Shot® K4575 Invitrogen
Chemically Competent TOP10 E.Coli
E. Coli
TRIzol® Reagent roztwor TRIzol® 15596018 Ambion
ULTRAhyb® bufor ULTRAhyb® .
Ultrasensitive Ultrasensitive Hybridization AMS670 Ambion
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Assay/Reagent Zestaw/Odczynnik nr katalogowy Producent
Hybridization Buffer Buffer
UltraPure™ 20X SSC roztwor UltraPure™ 20X SSC 15557-044 Invitrogen

. New England BioLabs®
Xhol enzym restrykcyjny Xhol RO146L Inc
[a-**P]-dCTP [0-""P]-dCTP BLU513H Perkin Elmer
S - -
40% Acrylamide/Bis 40% roztwor akrylamidu 161-0144 BIO-RAD
Solution
20% SDS 20% SDS AM9820 Ambion
5x Passive Lysis Buffer >x bufor lizujacy do reakeji E194 Promega
lucyferazy
Tabela 8. Aparatura uzyta w badaniu.
Appliance Aparat Producent

ABI Pr.1sm 7900HT Sequence cykler ABI Prism 7900HT Apllied Biosystems
Detection System
Agilent BioAnalyzer 2100 aparat Agilent BioAnalyzer 2100 Agilent Technologies
Agilent G2505C Microarray Scanner 2}:;;132 élo mikromacierzy Agilent Agilent Technologies
Alphalmager 3400 Gel Imaging system do obrazowania zeli
System Alphalmager 3400 Alpha Innotech
Applied Biosystems 3730 DNA sekwencjoner Applied Biosystems 3730 Apllied Biosystems
Analyzers
E-Gel® iBase Power System system E-Gel® iBase Invitrogen
eppendorf centrifuge 5417R wirowka eppendorf 5417R Eppendorf
eppendorf centrifuge 5804 wirowka eppendorf 5804 Eppendorf
eppendorf centrifuge 5810R wirowka eppendorf 5810R Eppendorf
GeneAmp® PCR System 9700 cykler GeneAmp® PCR System 9700 Apllied Biosystems

Incubator Isotemp 525D

inkubator Isotemp 525D

Fischer Scientific

Isotemp 210 waterbath

taznia wodna Isotemp 210

Fischer Scientific

Kodak X-Omat 2000A

aparat Kodak X-Omat 2000A

Commonwealth X-Ray
Inc.

Sorvall RC6 centrifuge

wiréwka Sorvall RC6

Thermo Scientific

SpectraMax M2

czytnik absorbancji i fluorescencji
SpectraMax M2

Molecular Devices

Stratalinker 1800 UV

aparat Stratalinker 1800 UV

Stratagene, USA

Thermo Centra CL2 centrifuge

wiréwka Thermo Centra CL2

Thermo Scientific

Thermo FORMA Class ITA/B3
Biological Safety Cabinet

wyciag Thermo FORMA Class 1IA/B3
Biological Safety Cabinet

Thermo Scientific

Thermo FORMA Series II Jacketed
CO, Incubator

inkubator Thermo FORMA Series 11
Jacketed CO,

Thermo Scientific

ThermoScientific MAXQ 500

inkubator ThermoScientific MAXQ 500

Thermo Scientific

Veritas Microplate Luminometer

luminometer Veritas Microplate

Turner Biosystems
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4.2.2. Roztwory.

RCL bufor

8.4 g NH4Cl

1.0 g KHCOs3

2.0ml 0.5 M EDTA pH 8.0

rozpu$¢ w 1000 ml dH,O

dostosuj do pH 7.3-7.4 uzywajac HCI lub NaOH
wysterylizuj przez przefiltrowanie (0.22 um)

3M NaAc pH 5.5

24.6 g NaAc rozpus¢ w 80 ml dH,O
dostosuj do pH 5.5 uzywajac CH;COOH
uzupetnij do 100 ml dodajac dH,O

wysterylizuj w autoklawie

Bufor A do EMSA

10 mmol Hepes-KOH (pH 7.9)
1.5 mmol MgCl,

10 mmol KCl

0.5 mmol DTT

Bufor C do EMSA

20 mmol Hepes-KOH (pH 7.9)
25% glicerol

420 mmol NaCl

1.5 mmol MgCl,

0.2 mmol EDTA

0.5 mmol DTT

SE buffer

4.4 g NaCl

9.3 g Na,EDTA x 2H,0

rozpus¢ w 950 ml dH,O

dostosuj do pH 8.0 (HCI1 lub NaOH)
uzupetnij dH,O do 1000 ml

wysterylizuj w autoklawie

CIA
1000 ml chloroformu (C)
42 ml alkoholu isoamylowego (IA)

LoTE

3 ml 1 M Tris-HCI (pH 7.5)
400 ul 0.5 M EDTA (pH 8.0)
997 ml dH,O

wysterylizuj w autoklawie

5x EMSA bufor

50 mmol HEPES-KOH (pH 7.9)
250 mmol MgCl,

5 mmol DTT

10% glicerol
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Bufor AB (annealing buffer) 4% poliakrylamidowy zel do EMSA

20 ul 1 M Tris (pH 7.5) 12 ml 40 % akrylamidu (19:1)

10 pul 1 M MgCl, 0.75 ml 10% nadsiarczanu amonu
10 pul 5 M NaCl 120 ul TEMED’u

10 pl 100 mM DTT 83.7 ml dH,O

950 ul dH,O

1% formaldehydowy zel do northern blot

4.0 g agarozy

288.0 ml dH,O

40.0 ml 10x MOPS’u

72 ml 37% formaldehydu
4.0 pl bromku etydyny

4.2.3. Izolacja DNA i RNA.

Izolacje¢ DNA przeprowadzono wykorzystujac standardowg (opisang ponizej)

procedure z uzyciem chloroformu i fenolu. Ekstrakcje RNA wykonano w oparciu o metode

opisang przez Chomczynskiego 1 wsp. wykorzystujac roztwor TRIzol 1 protokdt zalecany

przez producenta (Ambion, USA) [93].

Izolacja DNA z limfocytow krwi obwodowej:

. Zmiesza¢ krew obwodowa z 4 objetosciami buforu RCL w proboéwce typu Falcon.
. Inkubowa¢ probke przez 30 min. na lodzie mieszajac delikatnie co 15 min.

. Wirowa¢ (650 x g) przez 10 min. w temperaturze 4°C.

. Usung¢ supernatant.

1
2
3
4
3.
6
7
8
9

Rozpusci¢ osad z leukocytow w 10 ml buforu SE przy pomocy sterylnej pipety.

. Doda¢ 50 pl proteinazy K (10 mg/ml) i 500 pl 20% SDS.
. Inkubowa¢ w temperaturze 37°C przez okoto 18 h.
. Dodaj rownowazng objetos¢ fenolu. Miesza¢ przez 15 min.

. Wirowa¢ (2600 x g) przez 10 min.
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10. Przenie$¢ supernatant do sterylnej probowki typu Falcon. Doda¢ réwnowazng
objetos¢ fenolu i CIA. Miesza¢ przez 15 min i odwirowac jak powyze;j.

11. Przenie$¢ supernatant do sterylnej probowki typu Falcon. Doda¢ rownowazng
objetos¢ CIA. Mieszaé przez 15 min i odwirowaé jak powyze;j.

12. Przenie$¢ supernatant do nowej probowki typu Falcon. Doda¢ 1/30 objetosci 3M
NaAc (pH 5.5) i wymieszac.

13. Doda¢ 2.5 objetosci 100% etanolu o temperaturze 4°C. Delikatnie wymiesza¢ w celu
wytracenia DNA.

14. DNA powinno by¢ widoczne w postaci ,,ktaczka”. Jesli nie jest widoczne -
inkubowac probke w temperaturze —20°C przez kilka godzin, a nastgpnie wirowac
(2600 x g) przez 20 min.

15. Przenies¢ DNA do nowej probowki typu eppendorf i przeptukaé 80% etanolem.

16. Wirowac¢ (2600 x g) przez 10 min. w temperaturze 4°C.

17. Usung¢ etanol.

18. Osuszy¢ osad pod wyciagiem.

19. Rozpusci¢ DNA w 250 ul buforu LoTE.

4.2.4. Analiza bioinformatyczna.

Do poszukiwania transkryptow zlokalizowanych w bliskim sasiedztwie (40 kb)
wariantu polimorficznego rs944289 wykorzystano baze dbESTs
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/) zawierajaca charakterystyke znacznikow ekspresji

(ang. expressed sequence tags, EST) oraz dane zawarte w UCSC Genome Browser, Feb.2009

(GRCh 37/hgl9) (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway) [94]. Program MATCH

(http://www.gene-regulation.com/pub/programs.html)  zostat uzyty do identyfikacji

czynnikdw transkrypcyjnych (ang. transcription factors, TF) wiazacych si¢ in silico z
sekwencja DNA zawierajaca rs944289 [95]. W badaniu analizowano dwie 51 nukleotydowe
sekwencje zawierajagce w centralnej pozycji rs944289[C] lub rs944289[T]. Dla kazdej
sekwencji szukano miejsc wigzacych dla TF i obliczano ewentualne zamiany wyniku
wplywu pozycji w macierzy (ang. position weight matrix, PWM) dla rs944289[C] i
rs944289[T].
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4.2.5. Oznaczanie genotypu polimorfizmu rs944289.

U kazdego chorego wlaczonego do badania (n=46) oznaczono genotyp polimorfizmu
rs944289 wykorzystujac DNA wyizolowane z limfocytow krwi obwodowej. Reakcje
genotypowania przeprowadzono przy pomocy zestawu SNaPshot firmy Applied Biosystems

(USA) wedtug protokotu zalecanego przez producenta (http://www.appliedbiosystems.com).

Specyficzne startery oraz warunki reakcji amplifikacji, SNaPshot i oczyszczania produktow
przedstawiono w Tabelach 9-15. Genotypowanie oczyszczonego produktu reakcji SNaPshot
wykonano przy uzyciu aparatu 3730 DNA Analyzer firmy Applied Biosystems. Wyniki

analizowano przy pomocy oprogramowania GeneMapper“v3.7 (Applied Biosystems, USA).

Tabela 9. Specyficzne startery uzyte w reakcji genotypowania metoda SNaPshot (F: starter

sensowny; R: starter antysensowny; Ext: starter extension).

Starter Sekwencja 5°—3’
rs944289 F CTCTCTGGAGAACCAACAGGA
rs944289 R GCCTGTGAATGGACATTAGATT
rs944289 Ext 38F GTAACTTGCAATTTAATTTGGTTGAAAGATAGTCATTG

Tabele 10. Sktadniki reakcji PCR dla amplifikacji DNA zawierajgcego rs944289.

Skladnik Objetos¢ (ul)
10x PCR bufor 1.0
dNTP (10 mM) 0.2
MgCl, (25 mM) 0.4
Starter rs944289 F (10 uM) 0.6
Starter rs944289 R (10 uM) 0.6
Woda wolna od nukleaz 6.1
AmpliGold Taq polimeraza (5 U/ul) 0.1
DNA (20 ng/ul) 1.0
Suma 10.0
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Tabela 11. Warunki PCR dla amplifikacji DNA zawierajacego rs944289.

Temperatura 95°C 95°C 58°C 72°C 72°C
Czas 10 min. 30 sek. 30 sek. 1 min. 10 min.
Liczba cykli 1 30 1

Tabela 12. Sktad mieszaniny dla reakcji oczyszczania produktu PCR przy uzyciu enzymu
ExoSAP-IT. Reakcj¢ prowadzono w temperaturze 37°C przez 1 h z nastgpcza dezaktywacja

enzymu poprzez inkubacj¢ probki w temperaturze 80°C przez 15 minut.

Skladnik Hos¢ (u)
Produkt PCR 10.0
ExoSAP-IT 2.0
Suma 12.0

Tabela 13. Sktadniki reakcji SNaPshot.

Skladnik Objetosé (ul)
SNaPshot Mix 1.0
10x PCR bufor 1.0
Starter rs94289 ext 38F (10 uM) 0.1
Woda wolna od nukleaz 4.9
Oczyszczony produkt PCR 3.0
Suma 10.0

Tabela 14. Warunki reakcji SNaPshot.

Temperatura 96°C 50°C 60°C
Czas 10 sek. 5 sek. 30 sek.
Liczba cykli 25
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Tabela 15. Sktad mieszaniny dla reakcji oczyszczania produktu SNaPshot przy uzyciu
enzymu SAP. Reakcje prowadzono w temperaturze 37°C przez 1 h z nastepcza dezaktywacja

enzymu poprzez inkubacj¢ probki w temperaturze 80°C przez 15 minut.

Skiadnik Hos¢ (ul)
Produkt SNaPshot 10.0
SAP 1.0
Suma 11.0

4.2.6. Reakcja PCR z odwrotng transkryptaza (ang. reverse transcriptase polymerase

chain reaction, RT-PCR).

Oceng tkankowej ekspresji wytypowanych transkryptéw przeprowadzono przy uzyciu
reakcji tancuchowej polimerazy z odwrotng transkryptaza (ang. reverse transcriptase
polymerase chain reaction, RT-PCR). W reakcji tej polimeraza DNA zalezna od RNA
transkrybuje komplementarng do RNA ni¢ DNA (ang. complementary DNA, cDNA).
Nastepnie wykorzystujac odpowiednio zaprojektowane startery amplifikuje si¢ wybrane
fragmenty cDNA. W reakcjach odwrotnej transkryptazy uzyto zestawu High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit firmy Applied Biosystem (USA). Sktad mieszaniny i warunki
reakcji przedstawiono w Tabelach 16 1 17. Materiatem biologicznym uzytym w RT-PCR
bylo dostgpne komercyjnie RNA wyizolowane z ludzkich tkanek (FirstChoice® Human Total
RNA Survey Panel, Ambion, USA). Jako genu referencyjnego uzyto dehydrogenazy
aldehydu-3-fosfoglicerynowego (GAPDH) (starter 5': 5'-CACCAACTGCTTAGCACCCC-
3'; starter 3" 5'-TCTTCTGGGTGGCAGTGATG-3’). Reakcje amplifikacji przeprowadzono
w termocyklerze GeneAmp® PCR System 9700 firmy Applied Biosystems (USA) uzywajac

mieszaniny opisanej w Tabeli 18 i warunkéw reakcji zawartych w Tabeli 19.
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Tabela 16. Sktad mieszaniny dla reakcji odwrotnej transkryptazy.

Skladnik Objetos¢ (ul)
10x RT bufor 2.0
dNTP Mix (100 mM) 0.8
10x RT losowe startery 2.0
MultiScribe odwrotna transkryptaza (50 U/ul) 1.0
RNase inhibitor (40 U/ul) 1.0
Woda wolna od nukleaz 3.2
RNA (100 ng/ul) 10.0
Suma 20.0
Tabela 17. Warunki reakcji odwrotnej transkryptazy.
Temperatura 25°C 37°C 85°C 4°C
Czas 10 minut | 120 minut | 5 minut 00
Liczba cykli 1
Tabela 18. Sktadniki mieszaniny reakcji RT-PCR.
Skladnik Objetos¢ (ul)
10x PCR bufor 2.5
dNTP (10 mM) 0.5
MgCl, (25 mM) 1.0
Starter 5° (10 uM) 1.5
Starter 3’ (10 uM) 1.5
Woda wolna od nukleaz 15.7
AmpliGold Taq polimeraza (5 U/ul) 0.3
cDNA 2.0
Suma 25.0
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Tabela 19. Warunki reakcji RT-PCR.

Temperatura 95°C 95°C 60°C 72°C 72°C
Czas 10 min. 30 sek. 30 sek. 1 min. 10 min.
Liczba cykli 1 30 1

4.2.7. Szybka amplifikacja koncow ¢cDNA z uzyciem ligazy RNA (RNA ligase mediated
rapid amplification of cDNA ends, RLM-RACE).

W celu okreslenia pelnej sekwencji wytypowanych transkryptéw zastosowano szybka
amplifikacje koncoéw 5° 1 3° cDNA z uzyciem ligazy RNA (RNA ligase mediated rapid
amplification of cDNA ends, RLM-RACE). RACE jest reakcja typu PCR, ktéra pozwala na
powielenie petnej nici cDNA w przypadku, gdy znany jest tylko fragment sekwencji danego
transkryptu. Klasyczny 5’RACE opiera si¢ na reakcji odwrotnej transkrypcji RNA na
komplementarng ni¢ DNA z nastepcza ligacja do konca 3’ adaptera o znanej sekwencji lub
dodania przy pomocy terminalnej transferazy dideoksynukleotyddéw. Nastepnie w reakcji
PCR Iaczy si¢ specyficzny dla danego genu starter ze starterem hybrydyzujacym do
adaptera/dideoksynukleotydéw, co prowadzi do amplifikacji c¢DNA pomiedzy
adapterem/dideoksynukleotydami (koniec 3’) a specyficznym starterem (koniec 5°).
Otrzymane produkty zawieraja ostatecznie komplementarng sekwencje DNA od konca
5’RNA (3’adapter) do miejsca hybrydyzacji specyficznego startera. Najwigkszym
ograniczeniem tradycyjnej techniki RACE jest udziat w reakcji amplifikacji nici cDNA
powstatych ze zdegradowanych mRNA, ktore zawieraja niepelng sekwencje badanego
transkryptu. Powielanie krotszych fragmentow jest zwykle bardziej wydajne, co powoduje,
ze klasyczny produkt RACE zawiera heterogenne amplikony o r6znej dtugosci z przewaga
niepelnych sekwencji dla konca 5°. Szybka amplifikacja koncéw cDNA z uzyciem ligazy
RNA (RLM-RACE) zastosowana w niniejszej pracy pozwala unikng¢ powielania
niekompletnych fragmentdow mRNA poprzez wczesniejsze usunigcie przy uzyciu zasadowej
fosfatazy (ang. calf intestine alkaline phosphatase, CIP) 5’-fosforanéw ze
zdefragmentowanych mRNA, tRNA, rybosomalnego RNA lub DNA. Nastgpnie poprzez
zastosowanie kwasnej pirofosfatazy (ang. tobacco acid pyrophosphatase, TAP) usuwa si¢

czapeczke (ang. cap) z kompletnych nici mRNA pozostawiajac na ich koncach 5’-
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monofosforany. W kolejnym etapie dokonuje si¢ przylaczenia za pomoca ligazy (T4 RNA
ligaza) 45 nukleotydowego adpatera RNA do konca 5°. W reakcji tej konieczna jest obecno$¢
5’-fosforanu, a wiec do niekompletnych, uprzednio zdefosforylowanych nici mRNA ligacja
adpatera nie zachodzi. W koncowym etapie przeprowadza si¢ typowa reakacje
,zakotwiczonego” PCR (ang. nested PCR), w ktérej uzywa si¢ dwoch starterow
zlokalizowanych na adapterze (zewngtrzny i wewnetrzny, ang. outer i inner) oraz dwoch
specyficznych (zewngtrzny i wewnetrzny) dla sekwencji danego genu. Otrzymany produkt
PCR (zwykle po wczesniejszym sklonowaniu) poddaje si¢ sekwencjonowaniu.

Reakcja 3’RLM-RACE opiera si¢ na hybrydyzacji do fancucha poliA adaptera przy
pomocy ktorego syntetyzuje si¢ komplementarng ni¢ cDNA. Adapter zawiera sekwencje do
pary starterow (zewnetrzny 1 wewngetrzny), ktore taczy sie w reakeji zakotwiczonego PCR z
odpowiednimi starterami zlokalizowanymi na danym genie (zewngtrzny i wewngtrzny).
Schemat procedury 5’RLM-RACE i1 3’RLM-RACE przedstawiono na Rycinie 4. W reakcji
amplifikacji koncow 3’ 1 5° cDNA z uzyciem ligazy RNA wykorzystano catkowite RNA
(odpowiednio 1 pg i 10 pg) wyizolowane z tkanki tarczycowej pobranej od dawcow

narzgdow (Lifeline of Ohio; http://www.lifelineofohio.org). RNA procesowano wedtug

protokotu opisanego przez producenta zestawu

(https://products.invitrogen.com/ivgn/product/AM1700). Reakcje zakotwiczonego PCR

przeprowadzono uzywajac zestawu Expand Long Template PCR System (Roche, USA) i
odpowiednich par starterow. Sklad mieszaniny i warunki PCR zostaly przedstawione w
Tabelach 20 1 21. Produkty reakcji PCR wklonowano do wektora pCR4-TOPO po uprzedniej
adenylacji koncow 3’ (Sktad mieszaniny: 10x PCR bufor, 50 mM dNTP, 1 U AmpliGold Taq
polimeraza; inkubacja w 72°C przez 10 minut). Wklonowane do wektora pCR4-TOPO
amplikony sekwencjonowano metoda Sanger’a uzywajac starterow M13 sensownego (5'-

GTAAAACGACGGCCAG-3") 1 M13 antysensownego (5'-CAGGAAACAGCTATGAC-3).
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A 5’RLM-RACE

CIP
o 4
5'PO,-
1. ImG-pP-pP-p- AAAA...
TAP
2. ?mG-P-P-P-l AAAA...
3. 5'RACE adapter- AAMAA ...
-— -— —
4. 5'RACE adapter- AAAA...
—l p—
5. 5'RACE adapter- AAAA...
3’RLM-RACE
1 NVTTTT-adapter
. ImG-P-P-p- AAAA...
—— NVTTTT-adapter
2. 7mG-p-p-p- AAAA...
Ap—
3. TmG-P-P-P- NVTTTT-adapter

Rycina 4. Schemat poszczegolnych etapow procedury RLM-RACE. (A) 5’RLM-RACE. (1)
Usunigcie 5’-fosforandw ze zdegradowanych mRNA, rRNA, tRNA i DNA poprzez
zastosowanie zasadowej fosfatazy (CIP). (2) Usunigcie czapeczki (ang. cap) z pelnych nici

mRNA przy uzyciu kwasnej pirofosfatazy (TAP). (3) Ligacja 5’-adaptera RNA. (4)
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Odwrotna transkrypcja. (5) Reakcja PCR przy uzyciu starteréw hybrydyzujacych do adaptera
i specyficznych dla danego genu. (B) 3’RLM-RACE. (1) Hybrydyzacja adaptera do tancucha
poliA. (2) Odwrotna transkrypcja. (3) Reakcja PCR przy uzyciu starterow laczacych sie do

adaptera i specyficznych dla danego genu.

Tabela 20. Sktad mieszaniny powielania dtugich fragmentéw DNA (Expand Long Template
PCR System, Roche, USA).

Skladnik Objetos¢ (ul)
10x bufor 3 5.0
dNTP Mix (10 mM) 2.5
Starter 5° (10 uM) 1.5
Starter 3° (10 uM) 1.5
Polimerazy Taq 1 Tgo (5 U/ul) 0.5
Woda wolna od nukleaz 36.0
cDNA 3.0
Suma 50.0

Tabela 21. Warunki reakcji powielania dtugich fragmentow DNA (Expand Long Template
PCR System, Roche, USA).

Temperatura 95°C 95°C 60°C 68°C 68°C

3
minuty+20
. sek. dla )
Czas 2 min. 10 sek. 30 sek. ) 5 min.

kazdego
kolejnego
cyklu>10

Liczba cykli 1 10+20 1
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4.2.8. Klonowanie wytypowanych transkryptow do wektora pcDNA3.

Calkowite RNA wyizolowane z tkanki tarczycowej otrzymanej od dawcoéw organow

(Lifeline of Ohio; http://www.lifelineofohio.org) zostalo przepisane na cDNA przy uzyciu

High Capacity Reverse Transcription Kit firmy Applied Biosystems (USA). Skfad
mieszaniny 1 warunki reakcji zostaly opisane w rozdziale 4.2.6. Wytypowany transkrypt
zostal powielony przy uzyciu Expand Long Template PCR System (Roche, USA) ze
starterami zawierajagcymi na koncach 5’ miejsca trawienia dla enzymow restrykcyjnych
(Kpnl i Xhol dla odpowiednio startera 5’ 1 3”) (Tabela 20 i 21). Produkt reakcji PCR zostat
oczyszczony przy pomocy zestawu MiniElute PCR Purification Kit (Qiagen, USA), a
nastgpnie poddany trawieniu w temperaturze 37°C przez 1 h przy uzyciu restryktaz Kpnl HF
i Xhol (New England BioLabs® Inc, USA). Sktad mieszaniny dla reakcji trawienia zostat
przedstawiony w Tabeli 22. Identyczng reakcje przeprowadzono dla wektora ekspresyjnego
pcDNA3 (Invitrogen, USA). Strawiony produkt PCR i wektor zostaly oczyszczone przy
uzyciu E-Gel” iBase Power System (Invitrogen, USA) na zelu E-Gel® CloneWell 0.8%
SYBR" Safe. Nastepnie w reakcji ligacji (Tabela 23) wytypowany transkrypt wprowadzono
do pcDNA3. Produkt ligacji transformowano do One Shot® TOP10E.coli (Invitrogen, USA)
zgodnie z protokolem zalecanym przez producenta. Obecno$¢ wklonowanego amplikonu
potwierdzono poprzez sekwencjonowanie DNA wyizolowanego z wytypowanych kolonii
bakteryjnych  (starter  sensowny: 5-TAATACGACTCACTATAGGG-3°,  starter
antysensowny: 5~ AGAAGGCACAGTCGAGG-3’).
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Tabela 22. Sktad mieszaniny dla reakcji trawienia. Mieszaning inkubowano przez 1 h w

temperaturze 37°C.

Skladnik Objetos¢ (ul)
DNA (25 ng/ul) 40.0
Kpnl HF (20 U/ul) 2.0
Xhol (20 U/ul) 2.0
10x NEB4 bufor 5.0
BSA (1 pg/ul) 1.0
Suma 50.0

Tabela 23. Sktad mieszaniny dla reakcji ligacji. Mieszaning inkubowano w temperaturze

pokojowej przez 1 h.

Skladnik Objetos¢ (ul)
Wektor (10 ng/ul) 1.0
Insert (20 ng/ul) 1.0
5x bufor dla T4 DNA ligazy 3.0
T4 DNA ligaza (1 U/pl) 0.5
Woda wolna od nukleaz 9.5
Suma 15.0

4.2.9. Hybrydyzacja northern.

W celu niezaleznego od RLM-RACE okreslenia dhlugo$ci wytypowanych
transkryptow zastosowano hybrydyzacje northern (ang. northern blot, NB). Do reakcji NB
wykorzystano 20 pg catkowitego RNA wyizolowanego z tkanki tarczycowej pobranej od

dawcow organdéw (Lifeline of Ohio; http://www.lifelineofohio.org). Jako negatywnej i

pozytywnej kontroli uzyto 20 pg RNA wyizolowanego z komoérek HEK293T
transfekowanych 24 h przed ekstrakcja odpowiednio pustym wektorem pcDNA3 lub
wektorem pcDNA3 zawierajagcym badany gen. RNA rozdzielono na 1% formaldehydowym
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zelu, a nastgpnie transferowano na membrang Hybond N (GE Healthcare Life Sciences,
USA) i zwigzano przy uzyciu Stratalinkera 1800 UV (Stratagene, USA). Jako znacznika
uzyto [a-P**]-dCTP, ktory zostal wbudowany do sondy DNA za pomoca zestawu Random
Primed Labeling Kit (Roche, USA) przy uzyciu polimerazy Klenow. Sktad mieszanki dla tej
reakcji przedstawiono w Tabeli 24. Mieszanine inkubowano w temperaturze 37°C przez 30
minut, a nastepnie po dodaniu 180 pl dH,O oczyszczono w kolumnie Quick Spin Column G-
50 (GE Healthcare, USA) zgodnie z zaleceniami producenta. Sond¢ hybrydyzowano do RNA
przez 18 godzin w temperaturze 42°C w roztworze UltraHyb Ultrasensitive Buffer (Ambion,
USA). Nastgpnie membrana zostata przemyta roztworem 2x SSC/0.2% SDS (2x20 minut w
temperaturze 42°C) i poddana 24 godzinnej ekspozycji w temperaturze -70°C z filmem
Amersham Hyperfilm™ MP (GE Healthcare, USA). Film zostal wywotany przy uzyciu
aparatu Kodak X-Omat 2000A firmy Commonwealth X-Ray Inc. (USA).

Tabela 24. Skiad mieszaniny dla reakcji znakowania sondy DNA izotopem [0-P**]-dCTP.
dNTP=dATP, dGTP, dTTP.

Skladnik Objetosé (ul)
dNTP (2 mM) 3.0
10x NEB2 bufor 2.0
[a-P**]-dCTP (10 mCi/ml) 5.0
Klenow (2 U/ul) 1.0
DNA (25 ng) 9.0
Suma 20.0

4.2.10. Reakcja PCR z analizg iloSci produktu w czasie rzeczywistym (ang. real-time

PCR).

Oceng ekspresji wytypowanych transkryptdw przeprowadzono w oparciu o reakcje
tancuchowa polimerazy z analizg ilosci produktu w czasie rzeczywistym (ang. real-time
PCR) uzywajac SYBR Green jako fluorescencyjnego znacznika. Zwigzek ten silnie wigze si¢

do dwuniciowego DNA absorbujac promieniowanie o kolorze niebieskim (dtugo$¢ fali A=
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497 nm) 1 emitujac promieniowanie o kolorze zielonym (dlugos¢ fali Ama=520 nm).
Wiasciwosci SYBR Green sg wykorzystywane do pomiaru ilo$ci zamplifikowanych
czasteczek w reakcji fancuchowej polimerazy, gdzie w miar¢ wzrostu liczby kopii DNA w
kolejnych cyklach PCR wzrasta ilo$¢ emitowanego promieniowania,  ktére jest
proporcjonalne do ilosci powstajacych de novo amplikonéw. Im wicksza liczba
wprowadzonych kopii DNA do reakcji real-time PCR, tym natgzenie promieniowania osigga
szybciej tak zwany cykl odcigcia (ang. cycle threshold, Ct), ktory jest arbitralnie wyznaczany
na poczatku fazy logarytmicznej amplifikacji DNA. Ekspresj¢ badanego transkryptu
wyrazong jako Ctuarer Normalizuje si¢ do wyznaczanej w tej samej probce ekspresji genu
referencyjnego (Ctwr), ktory w teorii wykazuje taki sam poziom ekspresji w roznych
tkankach. Standaryzacja pozwala unikna¢ btedow wynikajacych z niewielkich r6znic w ilosci
wprowadzonego RNA do reakcji odwrotnej transkryptazy zwigzanego z pipetowaniem.
Metoda normalizacji zastosowang w projekcie byla relatywna ocena ekspresji okreslona
wzorem Z'M, gdzie A=Cturee-Ctrer [96]. Jako genu referencyjnego uzyto dehydrogenazy
aldehydu-3-fosfoglicerynowego (GAPDH) (Tabela 36). Po zakonczeniu kazdej reakcji
analizowano krzywe topnienia celem monitorowania obecnosci niespecyficznych produktow
takich jak na przyklad dimery starterow. Sktadniki mieszaniny i warunki reakcji real-time
PCR przedstawiono w Tabeli 25 1 26.

Zwiazek pomigdzy ekspresja wytypowanych transkryptow a genotypem rs944289
badano na probie 46 chorych z rozpoznanym PTC. Do oceny ekspresji badanych genow
zostalo uzyte catkowite RNA wyizolowane z tkanki guza i tkanki tarczycowej nieobjete]
procesem nowotworowym. RNA po oczyszczeniu z ewentualnej obecnosci genomowego
DNA (DNA-free™ Kit, Ambion, USA) zostalo przepisane na cDNA wedtlug protokotu
opisanego w rozdziale 4.2.6. Specyficzne startery uzyte w reakcji real-time PCR zostaly

opisane w rozdziale 5.6.
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Tabela 25. Sktadniki mieszaniny dla reakcji real-time PCR.

Skladnik Objetos¢ (ul)
2x SYBR® Green PCR Mix 5.0
Starter 5° (10 uM) 0.2
Starter 3’ (10 uM) 0.2
Woda wolna od nukleaz 3.6
cDNA 1.0
Suma 10.0

Tabela 26. Warunki reakcji real-time PCR.

Temperatura 95°C 95°C 60°C
Czas 10 min. 15 sek. 1 min..
Liczba cykli 1 40

4.2.11. Podwaojny test lucyferazy (ang. dual luciferase assay).

1. Klonowanie fragmentow DNA zawierajgcych rs944289[C] lub rs944289[T] do wektora
reporterowego pGL4.24[luc2P/minP].

522 nukleotydowy insert zostal powielony z matrycy genomowego DNA
wyizolowanego od homozygot [C] Iub [T] przy pomocy starteréw (sensowny: 5’-
atcaggtaccGGCAATTGAAGTTCCCAAAA-3’; antysensowny : 5-
atcactcgagGCCTCCAGACTTGGACTGAG-3’) =zawierajacych na koncach 5’ miejsca
trawienia dla enzymow restyrykcyjnych Kpnl i Xhol. Sktad i warunki reakcji amplifikacji
przedstawiono odpowiednio w Tabeli 27 1 28. Produkt reakcji PCR zostat oczyszczony przy
pomocy zestawu MiniElute PCR Purification Kit (Qiagen, USA), a nastepnie strawiony przy
uzyciu enzyméw restrykcyjnych Kpnl HF i Xhol (New England BioLabs®” Inc, USA) w
reakcji opisanej w Tabeli 22. Wektor reporterowy pGL4.24[luc2P/minP] (Promega, USA)

zawierajacy gen dla lucyferazy Swietlika (Yac. Photinus pyralis) zostat strawiony przy uzyciu
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enzymow restrykcyjnych Kpnl HF i Xhol (New England BioLabs” Inc, USA) (Tabela 22).
Strawione produkt PCR i DNA wektora zostaly oczyszczone na zelu E-Gel®™ CloneWell 0.8%
SYBR" Safe przy uzyciu E-Gel” iBase Power System (Invitrogen, USA). Reakcje ligacji
przeprowadzono inkubujac pGL4.24 i insert w mieszaninie opisanej w Tabeli 23. Produkt
ligacji zostal transformowany do One Shot® TOP10E.coli (Invitrogen, USA) zgodnie z
protokolem zalecanym przez producenta. Obecnos$¢ wklonowanych do pGL4.24 amplikonow
zawierajacych allel rs944289[C] lub rs944289[T] potwierdzono sekwencjonujac DNA

wyizolowane z wytypowanych kolonii bakteryjnych.

Tabela 27. Sktadniki mieszaniny dla reakcji powielania 522 nt insertu zawierajgcego

1s9442809.

Skladnik Objetos¢ (ul)
10x PCR bufor 2.0
dNTP Mix (10 mM) 0.4
MgCl, (25 mM) 0.8
Starter 5° (10 uM) 0.8
Starter 3° (10 uM) 0.8
Woda wolna od nukleaz 14.0
AmpliGold Taq polimeraza (5 U/ul) 0.2
DNA (20 ng/ul) 1.0
Suma 20.0

Tabela 28. Warunki reakcji dla powielania 522 nt insertu zawierajacego rs944289.

Temperatura 95°C 95°C 60°C 72°C 72°C
Czas 10 min. 30 sek. 30 sek. 1 min. 10 min.
Liczba cykli 1 33 1
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2. Regulacja genu reporterowego luc2P przez czynniki transkrypcyjne wigzqce sie in silico z

sekwencjqg DNA zawierajgcq polimorfizm rs944289.

Komoérki COS-7 zostaly posiane na 24 dotkowa ptytke w ilosci 4x10* komorek/dotek.
Po 24 h komorki transfekowano wektorem ekspresyjnym (100 ng) zawierajacym
wytypowany czynnik transkrypcyjny razem z wektorem pGL4.24 (50 ng), w ktorym gen
reporterowy pozostawat pod kontrolg 522 nukleotydowego fragmentu DNA zawierajacego
allel rs944289[C] lub rs944289[T]. Do kontroli wydajnosci transfekcji uzyto wektora phRL-
TK (20 ng) kodujacgo gen lucyferazy zebroptawa (tac. Renilla reniformis). Jako nos$nika
DNA uzyto 2 pl Lipofektaminy 2000 (Invitrogen, USA) zgodnie z protokolem zalecanym
przez producenta. Kazda transfekcj¢ wykonano w 4 powtdrzeniach. Po 24 godzinach
komorki zostaty poddane lizie przy uzyciu 100 pl Passive Lysis Buffer (Promega, USA).
Pomiar luminescencji zostat wykonany w 20 pl lizatu za pomoca aparatu Veritas Microplate
Luminometer (Turner Biosystems, USA) przy wykorzystaniu Dual-Luciferase” Reporter
Assay System (Promega, USA). Wyniki przedstawiono jako §rednia=SEM z 6 niezaleznych

eksperymentow.

4.2.12. Test opdznienia w zelu (ang. electrophoretic mobility shift assay, EMSA).

Celem oceny wigzania wytypowanych (na podstawie analizy in silico) TF do DNA
zawierajacego polimorfizm rs944289 uzyto testu opoznienia w zelu (EMSA). W technice tej
wykorzystuje si¢ fakt, ze kompleks kwas nukleinowy-biatko migruje w zelu wolniej niz
niezwigzany z biatkiem DNA (ang. shiff). Specyficzno$¢ kompleksu DNA-biatko mozna
okresli¢ dodajac do mieszaniny reakcyjnej odpowiednie dla badanego czynnika
transkrypcyjnego przeciwciato. Kompleks DNA-biatko-przeciwcialo migruje wolniej niz
kompleks DNA-biatko (ang. super-shift).

W tescie opdznienia w zelu wykonanym w niniejszej pracy komorki HEK293T
posiano na 100 mm ptytke i po uptywie 24 h transfekowano (przy konfluencji 80%)
wektorami zawierajacymi analizowane czynniki transkrypcyjne (3 pg) przy uzyciu
Lipofektaminy 2000 (6 pl) zgodnie z protokotem zalecanym przez producenta (Invitrogen,
USA). Po 24 godzinach komorki zostaly przemyte lodowatym roztworem PBS (Gibco,

USA), zawieszone w hypotonicznym buforze A uzupelnionym mieszaning inhibitorow
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proteaz (Complete Mini Protease Inhibitor Mixture, Roche, USA) 1 inkubowane na lodzie
przez 15 minut. Nastgpnie dokonano lizy komoérek poprzez 10-krotny pasaz przez igte [26G
x 1/2" (0.45 x 12mm)]. Jadra komoérkowe wyizolowano poprzez wirowanie mieszaniny z
szybkoscig 18 000 x g przez 20 sekund w temperaturze 4°C. Po usunigciu supernatantu osad
(sktadajacy si¢ z jader komdrkowych) zawieszono w buforze C w ilo$ci odpowiadajacej 2/3
objetosci pelletu 1 inkubowano na lodzie przez 30 minut. Uwolnione z jader komérkowych
biatka wyizolowano poprzez wirowanie z szybkoscig 18 000 x g przez 5 minut w
temperaturze 4°C. Supernatant zawierajacy proteinowy ekstrakt przeniesiono do nowych
probowek i1 zamrozono w temperaturze -80°C do czasu wykonania testu opdznienia w Zelu.
Jako sondy uzyto oligonukleotydéw (5'- gGAAAGATAGTCATTGCAGATTTGTAATA-3’
1 5'- ggTATTACAAATCTGCAATGACTATCTTT-3'), ktore zostaly zhybrydyzowane w
reakcji opisanej w Tabeli 29 tworzac dwuniciowa sonde. Konce sondy oznakowano [a-P*]-
dCTP przy pomocy polimerazy Klenow (Tabela 30). Charakterystyka tej reakcji powoduje,
ze tylko dwuniciowe (zhybrydyzowane) oligonukleotydy wulegaja oznakowaniu
radioaktywnym dCTP. Reakcje wigzania sondy 1 czynnikow transkrypcyjnych

przeprowadzono inkubujac mieszaning opisang w Tabeli 31 przez 20 minut na lodzie z

nastepczym rozdzieleniem jej produktow na 4% poliakrylamidowym zelu (150 V, 4°C, 2 h).

Tabela 29. Sktad mieszaniny dla reakcji hybrydyzacji komplementarnych oligonukleotydow
(Oligo 1 1 Oligo 2). Mieszaning inkubowano przez 5 minut w temperaturze 95°C, a nastepnie

powoli schtodzono do temperatury pokojowe;.

Skladnik Objetos¢ (ul)
Oligo 1 (1 pg/ul) 10.0
Oligo 2 (1 pg/ul) 10.0
10x bufor AB 10.0
Woda wolna od nukleaz 70.0
Suma 100.0
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Tabela 30. Sklad mieszaniny dla reakcji znakowania dwuniciowych oligonukleotydow
(dsOligo) [a-P**]-dCTP. Mieszaning inkubowano przez 30 minut w 37°C. dNTP=dATP,
dGTP, dTTP.

Skladnik Tlo$é (ul)
dsOligo (50 ng/ul) 1.0
10x NEB2 bufor 5.0
dNTP (2 mM) 1.0
[a-P**]-dCTP (10 mCi/ml) 5.0
Klenow (2 U/ul) 1.0
Woda wolna od nukleaz 37.0
Suma 50.0

Tabela 31. Skilad mieszaniny dla reakcji EMSA. Ekstrakt z jader komodrkowych i
odpowiednie przeciwciata dodano do wybranych reakcji (patrz Rycina 19). W reakcjach

pozbawionych tych sktadnikow dodano rownowazne objetosci wody.

Skladnik Objetos¢ (ul)
Sonda DNA znakowana [a-P**]-dCTP 1.0 (50.000 cpm)
Ekstrakt z jader komoérkowych (10 pg) 1.0
5x EMSA bufor 5.0
Acetylowany BSA (1 pg/ul) 1.0
poli(dI-dC) (0.5 pg/ul) 3.0
Przeciwciato (2 pg/ul) 1.0
Woda wolna od nukleaz 14.0
Suma 25.0

4.2.13. Sekwencjonowanie wytypowanych transkryptow.

Wytypowane i scharakteryzowane strukturalnie dzigki RLM-RACE i northern blot

transkrypty poddano sekwencjonowaniu metoda dideoksy opisang przez Fredericka Sangera
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[97, 98]. Metoda dideoksy opiera si¢ na amplifikacji analizowanego fragmentu DNA w
mieszaninie dNTP 1 dideoksynukleotydéw (ddNTP), w ktoérej losowe wlaczenie do
syntetyzowanego tancucha ddNTP konczy reakcje polimerazy. Dzigki elektroforetycznemu
rozdziatlowi powstalych fragmentow DNA z nastgpcza analiza dlugosci emitowanej fali
swietlnej przez wbudowany do ddNTP fluorescencyjny znacznik porzadkuje sie je pod
wzgledem wielkosci 1 rodzaju terminalnego dideoksynukleotydu (kolor czarny: guanina;
kolor czerwony: tymina; kolor zielony: adenina; kolor niebieski: cytozyna).

Do sekwencjonowania wykorzystano catkowite RNA wyizolowane z tkanki
tarczycowe;j 1 tkanki guza od chorych z PTC (n=33). RNA oczyszczono z genomowego DNA
(DNA-free™ Kit, Ambion, USA), a nastepnie przepisano przy pomocy High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Roche, USA) na ¢cDNA zgodnie z protokotem opisanym w
rozdziale 4.2.6. W rekcji sekwencjonowania uzyto oczyszczonego przy uzyciu ExoSap-IT
(Affymetrix, USA) produktu PCR powstatego w reakcji amplifikacji cDNA z odpowiednimi
dla danego transkryptu starterami (Tabela 12 oraz rozdzial 5.8). Reakcje powielania
wytypowanych transkryptow przeprowadzono przy uzyciu Expand Long Template PCR
System firmy Roche (USA). Skiad i warunki reakcji PCR zawarto w Tabeli 32 i 33.
Sekwencjonowanie przeprowadzono wykorzystujac ABI Prism BigDye Terminator Cycle
Sequencing Kit version 3.1 (Applied Biosystems, nr kat 4337455) w 48 kapilarnym
sekwencjonerze Applied Biosystems 3730 DNA Analyzers (Applied Biosystems, USA)
zgodnie z protokotem zaleconym przez producenta. Skilad mieszaniny dla reakcji
sekwencjonowania przedstawiono w Tabeli 34. Dane analizowano przy pomocy ABI

PRISM® DNA Sequencing Analysis Software v.5.0 (Applied Biosystem, nr kat. 4331940).
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Tabela 32. Sktad mieszaniny dla reakcji Expand Long Template PCR, w ktorej powielano

wytypowane do sekwencjonowania transkrypty.

Skladnik Hos¢ (ul)
10x bufor 3 2.5
dNTP Mix (10 mM) 1.3
Starter 5" (10 uM) 0.7
Starter 3" (10 uM) 0.7
Polimerazy Taq i Tgo (5 U/ul) 0.3
Woda wolna od nukleaz 17.5
cDNA 2.0
Suma 25.0

Tabela 33. Warunki reakcji Expand Long Template PCR, w ktérej powielano wytypowane

do sekwencjonowania transkrypty.

Temperatura 95°C

95°C

60°C

68°C

68°C

Czas 2 min.

15 sek.

30 sek.

3
minuty+20
sek. dla
kazdego
kolejnego
cyklu>10

7 min.

Liczba cykli 1

10+20

Tabela 34. Sktad mieszaniny dla reakcji sekwencjonowania wytypowanych transkryptow.

Skladnik Hos¢ (ul)
Oczyszczony product PCR 5.4
Starter (10 uM) 0.6
Woda wolna od nukleaz 6.0
Suma 12.0
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4.2.14. Test zywotnosci (wzrostu) komorek.

Celem oceny wptywu badanych transkrypow na zywotnos$¢ (ang. viability) komorek
linii PTC zastosowano zestaw alamarBlue® firmy Invitrogen (USA). Test ten opiera si¢ na
reakcji redukeji przez komoérki rezazuryny (ang. resazurin) do rezorufiny (ang. resorufin)
polaczonej ze zmiang koloru z niebieskiego (rezazuryna) do czerwonego (rezorufina) i
przejsciem od zwigzku praktycznie niefluorescencyjnego (rezazuryna) do fluorescencyjnego
(rezorufina) (Rycina 5). Intensywno$¢ reakcji redukcji a tym samym wielko$¢ zmierzonej
fluorescencji (lub absorbancji) jest tym wieksza, im komodrki sa liczniejsze, szybciej
proliferujace, bardziej zywotne, o wyzszym poziomie metabolizmu. Komoérki uszkodzone
(apoptyczne) wykazuja mniejsza aktywno$¢ metaboliczng 1 w zwigzku z tym generuja
proporcjonalnie stabszy sygnat niz komorki zdrowe i proliferujace. W zwiazku z tym, ze
wielko$¢ fluorescencji jest wprost proporcjonalna do liczby komorek test alamarBlue jest

dos¢ powszechnie wykorzystywany do oceny réznic w tempie proliferacji [99, 100].

Viabhle Cell

Reduction
Reactions

Resazurin Resorufin
Emits fluorescence at 590nm

Rycina 5. Reakcja redukcji nie wykazujacej wlasciwosci fluorescencyjnych rezazuryny do
fluorescencyjnej rezorufiny przez aktywne metabolicznie komorki. Intensywnos¢ redukeji a

tym samym poziomu fluorescencji jest proporcjonalny do liczby zywych komorek.
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W protokole przyjetym w niniejszej rozprawie komorki liniit PTC posiano na dwie
100 mm plytki (5x10° komorek/ptytke) i nastgpnego dnia (przy konfluencji 90%)
transfekowano przy uzyciu 5 pg konstruktu (zawierajacego badany transkrypt, rozdziat 4.2.8)
lub 5 pg pcDNA3. Jako nos$nika dla DNA uzyto 12 ul Lipofektaminy 2000 (Invitrogen,
USA) zgodnie z protokotem zalecanym przez producenta. Po 12 h komoérki zostaty
przeniesione na 96-dotkowa plytke (10° komorek/dotek) po 6 dotkéw (powtdrzen) dla
kontroli i konstruktu dla kazdego analizowanego przedzialu czasowego (Rycina 6). Po 24, 48
1 72 godzinach od transfekcji dodawano do odpowiednich dotkow 10 pl odczynnika
alamarBlue®, a nastgpnie po 2 godzinach inkubacji w cieplarce (37°C, 95% powietrza, 5%
CO,) dokonywano pomiaru fluorescencji (dlugos¢ fali ekscytacji: 560 nm; dlugos¢ fali
emisji: 590 nm) przy pomocy aparatu SpectraMax M2 firmy Molecular Devices (USA).

Wyniki przedstawiono jako $rednia+SEM z 6 niezaleznych eksperymentow.

KONTROLA KONSTRUKT

Rycina 6. Schemat przeprowadzonego eksperymentu dla oceny wplywu badanych
transkryptow na zywotnos¢ (wzrost) komorek linii PTC. Komorki transfekowano wektorem
pcDNA3 (KONTROLA) i konstruktem (pcDNA3 2z wklonowanym transkryptem:
KONSTRUKT), a nastepnie po 12 godzinach od transfekcji przeniesiono na 96 dotkowa
ptytke. Dla kazdego analizowanego przedzialu czasowego (A-24 h, B-48 h, C-72 h)
przygotowano po 6 dotkow dla kontroli i konstruktu. Po 24, 48 1 72 godzinach od transfekcji

61



do odpowiednio dotkow A, B 1 C dodawano 10 pl odczynnika alamarBlue® 1 po 2 h
inkubacji w cieplarce mierzono wielko$¢ fluorescencji. Catos¢ eksperymentu powtdrzono 6

razy.

4.2.15. Analiza wplywu wytypowanych transkryptow na ekspresj¢ gendow przy uzyciu

mikromacierzy.

Komoérki linii PTC posiano na 12 dotkowa ptytke (5x10* komérek/dotek), a nastepnie
po 24 godzinach transfekowano w czterech powtorzeniach wektorem ekspresyjnym pcDNA3
(50 ng) zawierajacym analizowany transkrypt. Jako kontroli uzyto komorek transfekowanych
w czterech powtdrzeniach pustym wektorem pcDNA3 (50 ng). DNA wprowadzono do
komoérek za pomocg Lipofektaminy 2000 (2 pl) zgodnie z protokotem zalecanym przez
producenta (Invitrogen, USA). Po 24 godzinach od transfekcji z komorek wyizolowano
catkowite RNA przy uzyciu roztworu TRIzol (Invitrogen, USA). Probke RNA oczyszczono z
ewentualnej obecnosci genomowego DNA dzigki zestawowi DNA-free™ firmy Ambion
(USA), a nastepnie oceniono jego integralno$¢ przy pomocy Agilent BioAnalyzer 2100
(Agilent, USA). Oznaczenie poziomu ekspresji gendw przeprowadzono przy uzyciu zestawu
mikromacierzy DNA SurePrint G3 Human Gene Expression 8x60000 Arrays firmy Agilent
(AMADID 028004). Zestaw ten zawiera sondy dla 37 357 genow, w tym dla 7419
niekodujagcych RNA. Analizowane probki zostaly oznakowane barwnikiem cyjaninowym
Cy3 przy uzyciu zestawu Agilent Low Input One-Color Labeling (Agilent, USA), a nastepnie
hybrydyzowane do mikromacierzy w temperaturze 65°C przez 17 godzin. Sygnat z ptytek
mikromacierzowych odczytano za pomocg skanera Agilent G2505C Microarray Scanner
(Agilent, USA). Otrzymane obrazy analizowano wykorzystujac oprogramowanie Feature

Extraction 10.9 (Agilent, USA).
4.2.16. Analiza statystyczna.
Dane z reakcji PCR z oceng ilo$ci produktu w czasie rzeczywistym analizowano przy

pomocy testu Kruskal-Wallis, testu Wilcoxona dla par obserwacji i testu U Mannna-

Whitneya. Wyniki eksperymentow pomiaru aktywnosci lucyferazy i wzrostu komorek byty
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analizowane przy uzyciu testu t studenta. Dane z mikromacierzy zostaly transformowane
logarytmicznie (log2), a nastepnie przy pomocy t testu dla losowego modelu wariancji
dokonano porownania wptywu analizowanego transkryptu (konstrukt) i kontroli (pusty
wektor) na ekspresj¢ gendw. Obliczenia wykonano wykorzystujac oprogramowanie R

(http://www.r-project.org) z pakietem LIMMA i BRB-Array Tools [101, 102].

Wszystkie podane w pracy wartosci p sa dwustronne.
5. WYNIKI
5.1. Analiza in silico regionu 14q13.3.
Region 14q13.3 nie zawiera w bliskim (100 kb) sasiedztwie rs944289 opisanych
gendw. Najblizsze odnotowane w bazie danych UCSC Genome Browser

(http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway, assembly February 2009, GRCh37/hg19; dane z
listopada 2009) geny to Breast Cancer Metastasis-Supressor 1-Like (BRMSIL) 1 MAP3K12

Binding Inhibitory Protein 1 (MBIP) znajdujace si¢ odpowiednio 308 kb centrometrycznie i
119 kb telometrycznie od rs944289. Najblizszym tarczycowo-specyficznym genem jest NK2
homeobox 2 (NKX2-1) zlokalizowany 336 kb telometrycznie od rs944289 (Rycina 7). W celu
poszukiwania znacznikodw ekspresji znajdujacych sie¢ w sagsiedztwie rs944289 analizowano
dane zawarte w UCSC Genome Browser (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway,
assembly February 2009, GRCh37/hg19; dane z listopada 2009) i1 bazie Expressed Sequence
Tags Database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/; dane z listopada 2009). Wedtug UCSC

Genome Browser w bliskim (+40 kb) sasiedztwie rs944289 znajduja si¢ nastepujace EST:
CB987890, BI004592, DNO993271, AA921750, AA632637, AW341561, CV391331,
AW899174 1 DB325123. Dane zawarte w bazie dbEST wskazaty, ze CB987890 zostat
sklonowany z mieszaniny RNA wyizolowanego z tkanki tarczycowej, przytarczycznej,
nadnerczowej i szyszynki. Ten potencjalny gen ulega posttranskrypcyjnej obrobee, co
sugeruje stabilno$¢ transkryptu w cytoplazmie komorkowej i1 mozliwo$¢ translacji.
CB987890 sktada si¢ z 4 eksondéw o tacznej dtugosci 809 nt. Ekson 1 znajduje si¢ 3.2 kb w
kierunku konca 3’ nici DNA (ang. downstream) od polimorfizmu rs944289. CB987890 i
1s944289 znajduja si¢ w 43 kb bloku genomowego DNA charakteryzujacym si¢

nierOwnowagg sprz¢zen (Rycina 8).
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Rycina 7. Schematyczne przedstawienie regionu 14ql3.3. Gorny panel przedstawia
chromosom 14 z zaznaczonym (czerwony prostokat) locus 14q13.3. Dolny panel przedstawia
region 14q13.3 z pozycja rs944289 (kolor czerwony) i odleglo$cia wzgledem niego gendw
odnotowanych w bazie UCSC Genome Browser (assembly February 2009, GRCh37/hgl9;
dane z listopada 2009).
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Rycina 8. Lokalizacja EST CB987890 wzgledem wariantu 1s944289. Gorny panel
przedstawia chromosom 14 z zaznaczonym kolorem czerwonym regionem 14q13.3. Ponizej
przedstawiono schematycznie 1rs944289 (kolor czerwony) i CB987890 znajdujacy si¢ w
bliskim (3.2 kb) sasiedztwie badanego polimorfizmu. Dolny panel przedstawia rs944289
(kolor czerwony) i CB987890 (kolor niebieski) znajdujace si¢ w 43 kb bloku

charakteryzujacym si¢ nierdwnowagg sprzgzen.

5.2. Tkankowa ekspresja CB987890.

Analize¢ tkankowej ekspresji CB987890 przeprowadzono przy uzyciu RT-PCR
(starter 5" 5'-TCAAACTCCAGGGCTTGAAC-3'; starter 3" 5'-
ATTACGGCTGGGTCTACCT-3") zgodnie z protokotem opisanym w rozdziale 4.2.6.
Produkt RT-PCR zostal rozdzielony elektroforetycznie na 2% agarozowym Zelu. Analiza
prazkéw PCR wykazata, ze CB987890 ulega silnej transkrypcji w tkance tarczycowej
(Thyroid) i1 niewielkiej w tkance nerkowej (Kidney). W tkance moézgowej (Brain, Fetal
brain), pecherza moczowego (Bladder), jelita grubego (Colon) i cienkiego (Small intestine),
pluc (Lung), migsni (Muscle), jajnika (Ovary), tozyska (Placenta), $ledziony (Spleen),
zotadka (Stomach), jader (Testis) i grasicy (Thymus) nie stwierdzono transkrypcji CB987890
(Rycina 9). Z uwagi na silng, tarczycowo-specyficzng ekspresje CB987890 wytypowano ten
transkrypt do dalszej analizy.

CB987890
GAPDH

Rycina 9. Analiza tkankowej ekspresji CB987890 oznaczona metoda RT-PCR. CB987890
ulega silnej transkrypcji w tkance tarczycowej (Thyroid) i bardzo stabej w tkance nerkowe;j

(Kidney). Ekspresja GAPDH postuzyta jako kontrola.
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5.3. Struktura CB987890.

5.3.1 Szybka amplifikacja koncow 5’ i 3° CB987890 z uzyciem ligazy RNA (RLM-
RACE).

W celu okreslenia pelnej sekwencji CB987890 zastosowano metodg szybkiej

amplifikacji koncow cDNA z uzyciem ligazy RNA (RLM-RACE). Specyficzne startery

uzyte do amplifikacji koncdéw 5° 1 3 zostaly opisane w Tabeli 35.

Tabela 35. Sekwencja specyficznych starterow uzytych w reakcji RLM-RACE.

Starter Sekwencja (5°—3’)
5> RLM-RACE:
zewnetrzny CATTTTGCCACCATGGTCTA
wewnetrzny TCTTCTGCTTGGCCTTTGAC
3> RLM-RACE:
zewnetrzny TGGGACCTGTTGTTTTTCTTG
wewnetrzny TCAAACTCCAGGGCTTGAAC

Dane z sekwencjonowania wklonowanych do wektora pCR4-TOPO produktow
reakcji 5’ 1 3’ RLM-RACE przedstawiono na Rycinie 101 11. Wykazano, ze koniec 5° eksonu
1 sktada si¢ z dodatkowych 183 nukleotydow (nt). Koniec 3’ eksonu 4 sktada si¢ z
dodatkowych 192 nt. Catkowita dlugo$¢ CB987890 wynosi 1154 nt (Rycina 13). Sekwencja
tego nowego genu nazwanego Papillary Thyroid Carcinoma Susceptibility Candidate 3
(PTCSC3) zostata zdeponowana w GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/) pod

numerem dostepowym JN689234.
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Rycina 10. Przyktadowe wyniki sekwencjonowania wklonowanych do wektora pCR4-TOPO
produktéw reakcji 5S’RLM-RACE. Na rycinie pokazano sekwencj¢ dodatkowych 183 nt
sktadajacych si¢ na ekson 1 (koniec 57) CB987890 (PTCSC3).
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Rycina 11. Przyktadowe wyniki sekwencjonowania wklonowanych do wektora pCR4-TOPO
produktow reakcji 3’RLM-RACE. Na rycinie pokazano sekwencj¢ dodatkowych 192 nt
sktadajacych si¢ na ekson 4 (koniec 3°) CB987890 (PTCSC3).

5.3.2. Klonowanie PTCSC3 do wektora pcDNA3.

PTCSC3 wklonowano do wektora ekspresyjnego pcDNA3 wedlug protokotu
opisanego w rozdziale 4.2.8. W reakcji Expand Long Template PCR uzyto startera
sensownego 5’-gtacggtaccCTCCTTCAGACTTCTCAGTACTC-3 1 antysensownego 5’-
tcgactcgagATTGCTACTGTGAGCATAACCTAC-3".

5.3.3. Analiza struktury PTCSC3 metodgq northern blot.

Celem potwierdzenia dhugosci PTCSC3 uzyskanej przy pomocy RLM-RACE
zastosowano technike northern blot (NB) z uzyciem sondy hybrydyzujacej do nukleotydéw
125-307 PTCSC3. W reakcji NB wykorzystano RNA wyizolowane z tkanki tarczycowej
pobranej od dawcéw narzadow (LDTH-4, LDTH-9) i komoérek 293T (nie wykazujacych
endogennej ekspresji PTCSC3), ktore transfekowano 24 h przed izolacja RNA pustym
wektorem pcDNA3 (negatywna kontrola: Negative control) lub wektorem pcDNA3
zawierajagcym gen PTCSC3 (pozytywna kontrola: Positive control). Jak pokazano na Rycinie
12 prazki dla pozytywnej kontroli i tkanki tarczycowej odpowiadaja okoto 1.2 kb, co
potwierdza wyniki otrzymane metoda RLM-RACE.
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Rycina 12. Analiza dlugosci mRNA PTCSC3 metodg northern blot. Jako sondy uzyto DNA
hybrydyzujacego do nukleotydéw 125-307 PTCSC3 mRNA. Pozytywna kontrola (Positive
control): RNA wyizolowane z komorek 293T (nie wykazujacych endogennej ekspresji
PTCSC3) transfekowanych wektorem pcDNA3 z wklonowanym PT7TCSC3. Negatywna
kontrola (Negative control): RNA wyizolowane z komoérek 293T transfekowanych pustym
wektorem pcDNA3. Specyficzne prazki dla PTCSC3 (okoto 1.2 kb) zostaly uwidocznione
dla tarczycowego RNA (LDTH-4, LDTH-9) 1 dla pozytywnej kontroli (Positive control)
potwierdzajac wyniki uzyskane dzigki RLM-RACE.

5.3.4. Analiza in silico struktury PTCSC3.

Analiza bioinformatyczna oparta o dane dostepne w bazie UCSC Genome Browser
wykazata, ze z 4 eksonow skladajacych si¢ na PTCSC3 jedynie sekwencja eksonu 1 jest
unikalna dla ludzkiego genomu. Sekwencje eksondéw 2 1 3 pokrywaja si¢ catkowicie z
odpowiednio elementami LINE (ang. long interspersed nuclear elements) z rodziny L1 (ang.

family LI) 1 SINE (ang. short interspersed nuclear elements) z rodziny Alu. Sekwencja
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eksonu 4 w okoto 75% pokrywa si¢ z elementami LTR ERVL (ang. long terminal repeat
endogenous retrovirus-like elements). Elementy LINE, SINE i LTR sa charakterystyczne dla
mobilnych elementéw genetycznych (ang. mobile genetic elements) takich jak transpozony
klasy I (retrotranspozony). PTCSC3 posiada sekwencje dla sygnalu poliadenylacji
(AATAAA) zlokalizowang 18 nt od konca 3°. Analiza in silico wskazala na obecno$¢
potencjalnej 95 aminokwasowej otwartej ramki odczytu (ang. open reading frame, ORF)
zaczynajacej si¢ typowa sekwencja Kozak (AccAUGg) (Rycina 13). Jednakze struktura
PTCSC3 z unikalng sekwencja eksonu 1 1 eksonami 2, 3 i 4 zawierajacymi przeplatane
powtdrzenia DNA (ang. interspersed repeat DNA) sugeruje, ze gen ten prawdopodobnie nie
koduje biatka i moze naleze¢ do grupy duzych miedzygenowych niekodujacych RNA (ang.
large intergenic noncoding RNA, lincRNA).

3.2kb 40 kb
— ¢ >
— PTCSC3 /
5 rs944289 3,
y 95 AA Y

>Seq1 [organism=Homo sapiens]
AAAAACTCCTTCAGACTTCTCAGTACTCAAGACATCTCAAGTTTTTGAAGAGTAAAGTATAAAATACTGGCAGGGGTGGGTAGGGGGAACAGGATAAA
TTGGTGATGGCCCAGAAAAAATATCCAGGGGGATCGCATTTTTCTTCTCCAAAGCAAAACAGAATTCATAACTGAAAGAGGAATAGAGAAAGAGGAAA
AAAGTGATCTGGGACCTGTTGTTTTTCTTGCATCCCATTTCTACTCTGCCTGTGAGTGAAGACTGTTGTGGAAAAGTCAACTGGAGAGACCAGGTCAA
AGGCCAAGCAGAAGAGGAATTAGGCTTAAGACTGCACTGAGAGGGAACACTAGACCATGGTGGCAAAATGGCCGAATAGGAGCAGCTCCAGTCTAC
AGCTCCCAGGGAGATTAATGCAAAAGATGGAGTCTCGACACGTTGCCCAAGCTGTTCTCAAACTCCAGGGCTTGAACAATCTTCCCACCTTGGCCTC
CCAAGGCACTGGAATTACAGAGACAGTGCTCTGCAGGGAGTCTACCACTGTGATGGTTAATACTGAGTGTCAACTTGATTGGATTGAAGGATGCAAA
GTATTGTTCCTGGGTGTGTCTGTGAGGGTGTTGCCAAAGGAGATTAACATTTGAGTCAGTGGGCTGGGAAAGGTAGACCCAGCCGTAATCTAGGTGG
GCACCATCTAATCAGCTGCCAGCACAGCTAGAAGATAAAGTAGGCAGAAAAACATGAAAACATTAGACTGGCCTAGCCTCTGAGCCTACATCTTTCTC
CCATGCTGGATGCTCCCTGCCCTTGAACATCAGACTCCAAGTTTTTCAGTTTTGGGACTGGGACTCACTATCCTTGCTCCTCAGCTTGCAGACAGCCT
ATTGTGGGACCTTATGATCATGTGAGTTAATACTTAATACATAAATATATATATATACACACACACATATACACACACACACACACATATATATATACACA
CACACACACATATATATATATATCTGTCCCTCTAGAGAACCCTGACTAATACAACTACTAATAAAAATTGGGGCAAAAGACATTGATTGGGTATTGTAAG
TAGGTTATGCTCACAGTAGCAATATCTCTTAAGACTTTTTAAAAGACTTCCTAATAAAAGAGATTTAAAATACAGCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA. .

Rycina 13. Schemat struktury PTCSC3 (gérny panel) wraz z pelng sekwencja tego genu
(dolny panel). PTCSC3 sktada si¢ z 4 eksondw znajdujacych si¢ w 40 kb bloku genomowego
DNA. SNP rs944289 (kolor czerwony) znajduje si¢ 3.2 kb od eksonu 1 w regionie dalszego
promotora. Catkowita dtugo§¢ PTCSC3 wynosi 1154 nukleotydow. Transkrypt ten posiada
potencjalng ORF o dtugosci 95 aminokwasow (kolor zielony) oraz sekwencj¢ sygnatowa dla

poliadenylacji (AATAAA) i tancuch poliA (kolor niebieski).
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5.4. Ekspresja PTCSC3 w liniach komoérkowych raka tarczycy.

Analize ekspresji PTCSC3 w 18 liniach komdorkowych NMTC przeprowadzono przy
uzyciu RT-PCR (starter 5@ 5-TCAAACTCCAGGGCTTGAAC-3'; starter 3": 5'-
ATTACGGCTGGGTCTACCT -3') zgodnie z protokotem opisanym w rozdziale 4.2.6. Jako
pozytywnej kontroli uzyto RNA wyizolowanego ze zdrowej tkanki tarczycowej (Thyroid).
Produkt reakcji RT-PCR rozdzielono na 2% agarozowym zelu (85 V, 45 minut). W 14
liniach komodrkowych stwierdzono brak transkrypcji PTCSC3. Gen ten wykazywal bardzo
staby poziom ekspresji jedynie w 4 liniach (Tad2, FTC236, FTC238 i WRO) (Rycina 14).

PTCSC3

GAPDH

Rycina 14. Ekspresja PTCSC3 w ludzkich liniach komorkowych NMTC oceniona metoda
RT-PCR. W wigkszosci linii nowotworowych nie uwidoczniono ekspresji PTCSC3. Staby
poziom transkrypcji udokumentowano w liniach Tad2, FTC236, FTC238 1 WRO. Tkanka
tarczycowa (Thyroid) zostata wykorzystana jako pozytywna kontrola. Ekspresja GAPDH

postuzyta jako kontrola.

5.5. Analiza genotypu rs944289 w badanej populacji.

U kazdego chorego oznaczono genotyp polimorfizmu rs944289 uzywajac jako
materialu  DNA  wyizolowanego z limfocytow krwi obwodowej. Genotypowanie
przeprowadzono wykorzystujac zestaw SNaPshot® Multiplex Kit firmy Applied Biosystems
(USA) zgodnie z protokolem opisanym w rozdziale 4.2.5. Dane z genotypowania wykazaty,

ze w badanej populacji n=6 pacjentow bylo homozygotami rs944289[C], n=19
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heterozygotami rs944289[CT] 1 n=21 homozygotami rs944289[T]. Przyktadowe wyniki

genotypowania przedstawiono na Rycinie 15.

t 134480 3F
35 40 45 50 55
I
B
l
3200 §
|
oG
¥
:..- i i
-3
i i 2
&f 44 fd
124 2RS-JBF |
u 40 a8 L] a8
300
b i)
1100
o i N
wl L i T
Wi 14
A ddD ) af AE
[ [SITENS ]
. . -3 ’ e L . >
4B
2200
i
[} F e

Rycina 15. Przykladowe wyniki genotypowania wariantu rs944289 otrzymane metoda
SNaPshot. Gorny, srodkowy i dolny panel przedstawiajg wyniki dla odpowiednio homozygot
1$944289[C], heterozygot rs944289[CT] i homozygot rs944289[T].

5.6. Wplyw polimorfizmu rs944289 na ekspresje¢ PTCSC3.

Zwigzek pomiedzy ekspresja PTCSC3 a genotypem rs944289 badano na probie 46

chorych z rozpoznanym PTC. Do pomiaru ekspresji PTCSC3 wykorzystano reakcj¢ PCR z

analizg ilosci produktu w czasie rzeczywistym. Startery uzyte w reakcji real-time PCR

zostaly przedstawione w Tabeli 36.
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Tabela 36. Startery uzyte w reakcji real-time PCR

Starter Sekwencja (5°—3’)

PTCSC3_F (200nM) TCAAACTCCAGGGCTTGAAC

PTCSC3_R (200nM) ATTACGGCTGGGTCTACCT

GAPDH F (200nM) CACCAACTGCTTAGCACCCC

GAPDH R (200nM) TCTTCTGGGTGGCAGTGATG

5.6.1. Ekspresja PTCSC3 w tkance tarczycowej.

W tkance tarczycowej nieobjetej procesem nowotworowym ekspresja PTCSC3 u
chorych z genotypem 1s944289[CT] (n=19; mediana=0.0114 (Q1-Q3:0.0060-0.0153)) w
poréwnaniu z homozygotami [TT] (n=21; mediana=0.0141 (Q1-Q3:0.0110-0.0189)) byta
istotnie statystycznie wyzsza (p=0.034). Nie stwierdzono roznic w ekspresji analizowanego
genu pomiedzy chorymi z genotypem [CC] (n=6; mediana=0.0135 (Q1-Q3:0.0121-0.0152)) i
[CT] (1n=19; mediana=0.0114 (Q1-Q3:0.0060-0.0153)) (p=0.303) oraz pomiedzy
homozygotami [CC] (n=6; mediana=0.0135 (Q1-Q3:0.0121-0.0152)) i homozygotami [TT]
(n=21; mediana=0.0141 (Q1-Q3:0.0110-0.0189)) (p=0.932) (Tabela 37, Rycina 16).

5.6.2. Ekspresja PTCSC3 w tkance guza.

Mediana ekspresji PTCSC3 w tkance guza uktadata si¢ wedlug grup chorych: genotyp
[CC] (n=6; mediana=0.0027 (Q1-Q3:0.0020-0.0045)) > genotyp [CT] (n=19;
mediana=0.0022 (Q1-Q3:0.0016-0.0038)) > genotyp [TT] (n=21; mediana=0.0018 (QI-
Q3:0.0013-0.0042)). Roznice pomigdzy grupami nie wykazywaly jednakze istotnosci
statystycznej (Tabela 37, Rycina 16).
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5.6.3. Analiza ekspresji PTCSC3 wyrazonej jako stosunek transkrypcji w tkance guza

do tkanki zdrowej.

W celu oceny stopnia supresji lub aktywacji PTCSC3 w tkance nowotworowe;j
analizowano stosunek ekspresji tego genu w tkance guza (ang. tumor, T) do tkanki zdrowej
(ang. normal, N). Wspotczynnik T/N wyraza sile wzglednego hamowania lub aktywacji
transkrypcji PTCSC3 w tkance guza w poroéwnaniu ze zdrowa tkanka tarczycowa. Analiza
warto$ci T/N wskazala na silng supresj¢ PTCSC3 w tkance PTC u wszystkich chorych
(p=2.84x10"*) (Rycina 17). Ekspresja PTCSC3 u homozygot [TT] (n=21; mediana=0.1325
(Q1-Q3:0.0860-0.2599)) w poréwnaniu z heterozygotami [CT] (n=19; mediana=0.2789 (Q1-
Q3:0.1940-0.4902)) ulegata silniejszemu hamowania (p=0.004). Nie stwierdzono istotnych
statystycznie réznic pomigdzy pacjentami z genotypem [TT] (n=21; mediana=0.1325 (Q1-
Q3:0.0860-0.2599)) i [CC] (n=6; mediana=0.2395 (Q1-Q3:0.1402-0.4335)) (p=0.110) oraz
pomigdzy homozygotami [CC] (n=6; mediana=0.2395 (Q1-Q3:0.1402-0.4335)) 1
heterozygotami [CT] (n=19; mediana=0.2789 (Q1-Q3:0.1940-0.4902)) (p=0.687) (Tabela 37,
Rycina 17).

Tabela 37. Wyniki analizy ekspresji PTCSC3 metodg real-time PCR u chorych z PTC
(n=46) w zaleznosci od genotypu rs944289. U kazdego pacjenta oceniano ekspresje PTCSC3
w tkance tarczycowej (normal, N) 1 tkance guza (tumor, T). Wspotczynnik T/N wyraza site

wzglednej supresji lub aktywacji PTCSC3 w tkance guza.

Genot Tkanka zdrowa Tkanka guza Wspolczynnik
yp (normal, N) (tumor, T) T/N

CC (n=6) 0.0135 0.0027 0.2395
(Q1-Q3:0.0121-0.0152) | (Q1-Q3:0.0020-0.0045) | (Q1-Q3:0.1402-0.4335)

CT (n=19) 0.0114 0.0022 0.2789
(Q1-Q3:0.0060-0.0153) | (Q1-Q3:0.0016-0.0038) | (Q1-Q3:0.1940-0.4902)

TT (n=21) 0.0141 0.0018 0.1325
(Q1-Q3:0.0110-0.0189) | (Q1-Q3:0.0013-0.0042) | (Q1-Q3:0.0860-0.2599)
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Rycina 16. Ekspresja PTCSC3 u chorych z PTC (n=46) w tkance guza i tkance tarczycowej
nieobjetej procesem nowotworowym oznaczona metoda real-time PCR. (A) Ekspresja
PTCSC3 w tkance tarczycowej nieobjetej procesem nowotworowym. Poziom transkrypcji u
chorych z genotypem [TT] (n=21) w poréwnaniu z pacjentami z genotypem [CT] (n=19) byt
istotnie statystycznie wyzszy (p=0.034). Nie stwierdzono istotnych statystycznie rdznic w
transkrypcji PTCSC3 pomiedzy homozygotami [CC] (n=6) a homozygotami [TT] (n=21)
(p=0.932) i homozygotami [CC] (n=6) a heterozygotami [CT] (n=19) (p=0.303). (B) Analiza
ekspresji PTCSC3 w tkance guza. Nie stwierdzono istotnych statystycznie r6znic w poziomie

mRNA pomigdzy analizowanymi grupami.
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Rycina 17. Ilosciowa ocena ekspresji PTCSC3 u chorych z PTC (n=46) w tkance guza (T) i
tkance tarczycowej nieobjetej procesem nowotworowym (N). Wyniki przedstawiono jako
iloraz ekspresji w tkance guza do ekspresji w zdrowej tkance tarczycowej (T/N). (A)
Transkrypcja PTCSC3 w tkance PTC (T, kolor czerwony) byla istotnie statystycznie stabsza
w porownaniu z tkankg tarczycowg nieobjetg procesem nowotworowym (N, kolor niebieski)
(p=2.84x10"'*). Na osi X przedstawiono chorych uszeregowanych wedtug genotypu rs944289
(CC, n=6; CT, n=19; TT, n=21) i stopnia supresji PTCSC3 w tkance guza. (B) Supresja
PTCSC3 w tkance guza byla istotnie statystycznie silniejsza u chorych z genotypem
r$944289[TT] (n=21) w poréwnaniu z heterozygotami rs944289[CT] (n=19) (p=0.004). Nie

wykazano istotnos$ci statystycznej w poziomie supresji PTCSC3 pomigdzy homozygotami
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rs944289[TT] (n=21) 1 rs944289[CC] (n=6) (p=0.110) oraz pomie¢dzy homozygotami
r$944289[CC] (n=6) i heterozygotami rs944289[CT] (n=19) (p=0.687).

5.7. Regulacja transkrypcji PTCSC3.

5.7.1. Analiza in silico regionu promotora dla PTCSC3.

SNP rs944289 jest zlokalizowany w regionie dalszego promotora dla PTCSC3 (3.2 kb
od eksonu 1). Przy uzyciu programu MATCH zidentyfikowano sekwencj¢ gtcaTTGCAGALt,
do ktoérej powinowactwo wykazuje biatko wigzace si¢ z sekwencja CCAAT o i B (ang.
CCAAT/enhancer binding protein, C/EBPa 1 C/EBPp). Miejsce wigzania zawiera w czesci
konserwatywnej (ang. conserved part) polimorfizm 1s944289 (zaznaczony kolorem
czerwonym). Allel rs944289[T] ostabia in silico powinowactwo C/EBPa 1 C/EBPB do
wigzania si¢ z DNA obliczone jako wptyw pozycji w macierzy (ang. position weight matrix,

PWM) (Tabela 38, Rycina 18).

Tabela 38. Przewidywane miejsce wigzace dla czynnikow transkrypcyjnych (TFBS)
zawierajgce  polimorfizm  1s944289  (zaznaczony czerwong czcionka). Analize
przeprowadzono dla obydwu alleli przy uzyciu programu MATCH osobno dla rdzenia
wigzania (czgsci konserwatywnej) 1 catej sekwencji TFBS. Allel rs944289[T] ostabia in silico
powinowactwo C/EBPa (VSCEBP_Q2) i C/EBPB (VSCEBPB 01) do wigzania z DNA

wyrazone jako wptyw pozycji w macierzy (PWM).

Przewidywane miejsce wiazania dla allelu C Przewidywane miejsce wiazania dla allelu T
iy Wynik . iy Wynik .
Ni¢ Wynik Ni¢ Wynik
Matryca pNA | 9 ] carkowity TFBS pNA | 9 | catkowity TEBS
rdzenia rdzenia

V$CEBP_Q2 +) | 1.000 0.908 | gtcaTTGCAGALitg | (+) | 0.949 0.864 | gtcaTTGTAGAtttg

V$CEBPB 01
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Rycina 18. Schemat PTCSC3 z regionem promotora i pozycja rs944289. SNP jest
zlokalizowany w regionie dalszego promotora dla PTCSC3 wewnatrz czesci konserwatywne;j
miejsca wigzgcego czynniki transkrypcyjne C/EBPa 1 C/EBP. Allel ryzyka [T] zmniejsza in

silico powinowactwo wigzania dla obydwu TF wyrazone jako PWM.

5.7.2. Test opdznienia w zelu dla C/EBPa i C/EBPf.

W celu potwierdzenia wigzania in vitro C/EBPa 1 C/EBPB do DNA w miejscu
lokalizacji rs944289 zastosowano test opoznienia w zelu (EMSA) wykorzystujac sonde
zawierajacg allel 1s944289[C], ktéry nie redukuje wielkosci PWM 1 stanowi lepsze miejsce
wigzania dla C/EBP. Jako materialu uzyto wyciggu biatkowego z jader komérek HEK293T
transfekowanych 24 h przed ekstrakcja protein pustym wektorem pcDNA3, pcDNA3
zawierajacym izoform¢ C/EBPa p30, izoform¢ C/EBPa p42 lub C/EBPp (izoform¢ LAP*).
Wektory ekspresyjne zawierajace gen dla C/EBPa p30, C/EBPa p42 lub C/EBPp otrzymano
od dr Daniela G. Tenen’a (Harvard Medical School, USA). Wyniki eksperymentu
przedstawiono na Rycinie 19. C/EBPa p42 1 C/EBPP wigzaly si¢ stosunkowo silnie z
analizowang sekwencja, podczas gdy izoforma C/EBPa p30 wykazywata slabsze
powinowactwo. Specyfika wigzania C/EBPa p30, C/EBPa p42 1 C/EBPP zostata

potwierdzona poprzez brak prazkéw w obecnosci ekstraktu z komorek transfekowanych
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pustym wektorem (pcDNA3) oraz poprzez widoczny prazek ,.super-shift” (SS) (lub

abrogacje prazka S) w reakcjach ze specyficznymi dla badanych TF przeciwciatami.
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2 crg 0'&
S & & K
§ & & &
< O O O
8 [ | ax LU | L ¥ | ) |
Q) ¥ +  CIEBPBAD
& +  + + C/EBPa Ab
b, | —-ass
- S
-
-8

Rycina 19. Test opdznienia w zelu dla wigzania C/EBPa p30, C/EBPa p42 1 C/EBPf
(izoforma LAP*) z sekwencja zawierajaca rs944289[C]. Prazek przesunigcia (shift, S) dla
C/EBPa p30, C/EBPa p42 i C/EBPf wskazuje na wigzanie si¢ tych TF z DNA zawierajacym
r$944289[C]. Specyficznos¢ kompleksow C/EBP-DNA potwierdza brak prazka S dla
ekstraktu z komorek transfekowanych pustym wektorem (pcDNA3) i widoczny prazek
Swsuper-shift” (SS) (lub abrogacja prazka S) w obecnos$ci specyficznych dla C/EBPa i
C/EBPf przeciwcial. Probe: negatywna kontrola (mieszanina reakcyjna bez proteinowego

ekstraktu).
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5.7.3. Regulacja genu reporterowego luc2P przez C/EBPa i C/EBPJ.

W celu oceny rodzaju oddziatywania C/EBPa i C/EBPP na promotor PTCSC3
(aktywacja lub supresja transkrypcji) oraz wptywu badanego polimorfizmu na efekt dziatania
tych czynnikéw wklonowano 522 nt fragment promotora zawierajacy rs944289[C] lub
r$944289[T] do wektora reporterowego pGL4.24 (Promega, USA). Komérki COS-7 (nie
wykazujace endogennej ekspresji C/EBPa 1 C/EBPP) transfekowano wektorem
reporterowym razem z wektorem ekspresyjnym zawierajacym C/EBPa p30, C/EBPa p42 lub
C/EBPf (izoforma LAP*). Jako kontroli uzyto komoérek COS-7 transfekowanych pustym
wektorem pGL4.24. Wektor pcDNA3 stuzyt jako no$nik DNA do utrzymywania statej ilosci
materiatu genetycznego w dolkach, do ktorych nie dodawano wektoréw zawierajacych
C/EBP. Aktywno$¢ promotora wyrazono jako wspotczynnik firefly/renila wzgledem
wspoétczynnika uzyskanego dla komoérek transfekowanych pustym wektorem pGL4.24
(wzgledna aktywnos$¢ lucyferazy, ang. relative luciferase activity). Zarowno C/EBPa p42 jak
1 C/EBPf istotnie statystycznie aktywowaty promotor dla PTCSC3 (rs944289[C]:
odpowiednio p=0.0009 i p=0.0014; rs944289[T]: odpowiednio p=0.0019 i p=0.0048). Nie
zaobserwowano takiego efektu dla C/EBP p30 (rs944289[C]: p=0.107; rs944289[T]:
p=0.327). Allel ryzyka [T] zmniejszat aktywno$¢ promotora generowang przez C/EBPa p42
1 C/EBPp (odpowiednio p=0.026 1 p=0.048) (Rycina 20).
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Rycina 20. Test podwojnej lucyferazy w komorkach COS-7 transfekowanych wektorem
reporterowym pGL4.24 z wklonowanym powyzej genu [uc2P fragmentem promotora
PTCSC3 (zawierajacym allel [C] lub [T]) 1 wektorem ekspresyjnym zawierajacym C/EBPa
p30, C/EBPa p42 lub C/EBPP (izoforma LAP*). Czynniki C/EBPa p42 i C/EBPf
aktywowaly transkrypcje dla obydwu alleli (rs944289[C]: odpowiednio p=0.0009 i
p=0.0014; rs944289[T]: odpowiednio p=0.0019 i p=0.0048). Obecnos¢ allelu [T] zmniejszata
aktywno$¢ promotora wyzwalang przez C/EBPa p42 1 C/EBPP (odpowiednio p=0.026 i
p=0.048 ). Izoforma C/EBPa p30 nie wplywata na aktywno$¢ promotora (rs944289[C]:
p=0.107; rs944289[T]: p=0.327). Wyniki przedstawiono jako $rednia=SEM z 6 niezaleznych
eksperymentéow. OS$ Y: wzgledna aktywno$¢ lucyferazy (relative Iuciferase activity).

*p<0.05; **p=0.01-0.001; ***p<0.001; ns, nieistotne statystycznie.

5.8. Sekwencjonowanie PTCSC3.
W celu wykrycia wrodzonych i/lub somatycznych mutacji w genie PTCSC3

wykonano sekwencjonowanie cDNA otrzymanego ze zdrowej tkanki tarczycowej i tkanki

guza od 33 chorych z PTC. PTCSC3 cDNA zamplifikowano przy pomocy PCR (starter 5’:
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5’-AAAAACTCCTTCAGACTTCTCAGT-3’; starter 3% 5°-
GTCCCAGTCCCAAAACTGAA-3’) zgodnie z protokotem opisanym w rozdziale 4.2.13.
Wyniki sekwencjonowania nie wskazaty na obecnos¢ w badanej populacji wrodzonych i/lub

somatycznych mutacji zlokalizowanych w PTCSC3.
5.9. Funkcja PTCSC3.
5.9.1. Wplyw PTCSC3 na zywotno$¢ (wzrost) komorek.

Komorki ludzkich linii PTC (TPC-1 i BCPAP) nie wykazujace endogennej ekspresji
PTCSC3 transfekowano pustym wektorem ekspresyjnym pcDNA3 (kontrola) i wektorem
pcDNA3 zawierajacym PTCSC3. Po 24 h, 48 h 1 72 h oceniano zywotno$¢ komorek
wykorzystujac zestaw alamarBlue® (Invitrogen, USA) zgodnie z protokotem opisanym w
rozdziale 4.2.14. W zwigzku z tym, ze wielko$¢ zmierzonej fluorescencji jest posrednio
proporcjonalna do liczby komoérek wyniki testu interpretowano jako roznice w tempie
wzrostu pomiedzy badanymi populacjami komorkowymi [99, 100]. Przywrocenie ekspresji
PTCSC3 hamowato wzrost obu linii (TPC-1: p=0.039 1 p=0.002 po odpowiednio 48 hi 72 h;
BCPAP: p=0.005, p=0.008 1 p=0.019 po odpowiednio 24 h, 48 h 1 72 h) (Rycina 21).

4000+ TPC-1 BCPAP

8000+
7000+
3000
6000
5000
20001 4000
3000+

1000 2000

1000+

24h 48h 72h 24h 48h 72h

p=0.134 p=0.039 p=0.002 p=0.005 p=0.008 p=0.019

Rycina 21. Wplyw ekspresji PTCSC3 na wzrost komorek linii PTC. (A) Komorki TPC-1
(nie wykazujace endogennej transkrypcji PTCSC3) transfekowane wektorem ekspresyjnym

zawierajacym PTCSC3 (kolor czerwony) wykazywaly mniejsze tempo wzrostu w
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poréwnaniu z komoérkami transfekowanymi pustym wektorem (kolor niebieski) (p=0.039 1
p=0.002 po odpowiednio 48 h i 72 h). (B) Komoérki BCPAP (nie wykazujace endogenne;j
transkrypcji PTCSC3) transfekowane wektorem ekspresyjnym zawierajacym PTCSC3 (kolor
czerwony) wykazywaly mniejsze tempo wzrostu w poroOwnaniu z komoérkami
transfekowanymi pustym wektorem (kolor niebieski) (p=0.005, p=0.008 i p=0.019 po
odpowiednio 24 h, 48 h i 72 h). O§ X: punkty czasowe pomiaru fluorescencji; o$ Y:
intensywno$¢ fluorescencji. Wyniki przedstawiono jako $rednia+rSEM z 6 niezaleznych

eksperymentow.

5.9.2. Wplyw PTCSC3 na ekspresj¢ genow.

Celem oceny wpltywu PTCSC3 na ekspresj¢ innych genéw komoérki TPC-1
transfekowano pustym wektorem pcDNA3 (kontrola) i wektorem pcDNA3 zawierajacym
PTCSC3. Po 24 h od transfekcji analizowano poziom transkrypcji dla 37 357 genow przy
uzyciu zestawu mikromacierzy DNA SurePrint G3 Human Gene Expression 8x60000 Arrays
firmy Agilent (USA). Otrzymane dane zostaly przetworzone przy uzyciu ,,volcano plot”
(p<0.05, wspoétczynik zmiany ekspresji >1.5x) 1 przedstawione jako lista transkryptow
ulegajacych dysregulacji w odpowiedzi na przemijajacg indukcje ekspresji PTCSC3. Wyniki
z eksperymentu zostaly zdeponowane w bazie danych Gene Expression Omnibus

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) pod numerem dostgpowym GSE32195. Przywrocenie

transkrypcji PTCSC3 skutkowato zwigkszeniem lub zmniejszeniem ekspresji odpowiednio
229 (49%) 1 238 (51%) gendéw. Celem identyfikacji metabolicznych szlakow i interakcji

pomigdzy genami o zmienionym przez PTCSC3 poziomie transkrypcji uzyto

oprogramowania Ingenuity Pathway Analysis (IPA) (http://www.ingenuity.com/).
Najistotniejsze kanoniczne szlaki metaboliczne okreslone w analizie IPA przedstawiono w
Tabeli 39. Wzajemne interakcje wzbudzanych lub hamowanych przez PTCSC3 gendow

przedstawiono na Rycinie 22.
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Tabela 39. Analiza IPA. Pi¢¢ najistotniejszych szlakéw metabolicznych (ang. canonical

pathways) przypisanych genom, ktorych ekspresja uleglta zmianie pod wptywem indukcji

ekspresji PTCSC3 w komorkach TPC-1. Szlaki uszeregowano wedtug malejacej istotnosci

statystycznej (p) obliczonej przy pomocy dokladnego testu Fischer’a. Wspotczynnik R

wyraza stosunek liczby genéw w danym szlaku, ktorych ekspresja zostata zmieniona przez

PTCSC3 do catkowitej liczby genow tworzacych dany szlak.

Szlaki metaboliczne p Wspollc{z ynnik
Procesowanie amyloidu 3.8x10™ 1.07x10™
Metylacja i transkrypcyjna represja DNA 5.62x10™ 1.74x10™
Przekaznictwo neuregulinowe 9.54x10™ 6.86x107
Metabolizm metioniny 1.38x107 5.13x107
Przekaznictwo zalezne od kompleksu 501x10° 5 13x102

beta-gamma
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Rycina 22. Sie¢ wzajemnych interakcji genow, ktorych transkrypcja ulegta zmianie w
odpowiedzi na indukcje ekspresji PTCSC3 w komorkach linii PTC (TPC-1) zidentyfikowana
przez program IPA. Na rycinie przedstawiono trzy najwazniejsze sieci zawierajace
najwicksza liczbe genow. (A) Sie¢-1: replikacja, rekombinacja i naprawa DNA, ekspresja
genow, metabolizm aminokwasow. (B) Sie¢-2: mobilno$¢ komorek, morfologia guza, Smierc
komorek. (C) Sie¢-3: Powstawanie 1 organizacja komorek, funkcje komorkowe, morfologia
tkanek.

Geny o zmniejszonej lub zwigkszonej ekspresji oznaczono odpowiednio kolorem zielonym

lub czerwonym.
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6. DYSKUSJA

6.1. Znaczenie badan GWAS w identyfikacji wariantow zwigzanych z chorobami

nowotworowymi.

Liczne badania wskazuja na stosunkowo wazng role genetycznej predyspozycji w
rozwoju choréb wieloczynnikowych takich jak cukrzyca typu 2, schizofrenia, czy choroby
nowotworowe [103-105]. Jednakze pomimo wysitkow wielu grup badawczych postep
dokonany na przestrzeni ostatnich kilkudziesigciu lat w identyfikacji wariantow
odpowiedzialnych za rozwoj tych choréb byt relatywnie niewielki. Przetomowe wyniki
pierwszego projektu GWAS opublikowane w roku 2005 zapoczatkowaly nowy rozdziat w
badaniach po$wigconych genetycznemu podlozu choréb o ztozonej etiologii. [106]. Od
tamtej pory dzieki analizom asocjacyjnym catego genomu zidentyfikowano wiele wariantow
zwigzanych z ryzykiem dla réznych jednostek chorobowych. Baza National Human Genome

Research Institute (http:/www.genome.gov/gwastudies) katalogujagca wyniki GWAS zawiera

dane z 1356 publikacji opisujacych zwigzek 7235 SNP’6w z kilkuset fenotypami

(http://www.genome.gov/gwastudies; dane z wrzesnia 2012). Dzieki badaniom

calogenomowym udalo si¢ zidentyfikowaé co najmniej kilka predysponujacych
polimorfizmoéw dla kazdej z analizowanych chorob. Przyktadowo, tylko w jednej z ostatnio
opublikowanych prac badajacej zwigzek wariantow genetycznych z wielkos$cig czasu
aktywowanej czgs$ciowe] tromboplastyny (aPTT) 1 czasu protrombinowego (PT) wskazano
osiem wariantow zlokalizowanych na szeSciu réznych chromosomach [107]. W raku
tarczycy bedacym przedmiotem tej pracy w dwodch publikacjach opisano tacznie pieé
wariantow umiejscowionych w czterech loci (2935, 8p12, 9922.33 i 14q13.3) [68, 75]. Efekt
biologiczny tych polimorfizméw nie byt duzy (dla wariantu rs944289[T] wynosit OR=1.37
(95% CI:1.24-1.54)) [75]. Niewielkie ryzyko jakie niesie allel rs944289[T] jest zgodne z
obserwacjami z innych badah GWAS, gdzie efekt zidentyfikowanych polimorfizmow
mierzony ilorazem szans wystgpienia danego fenotypu byt zwykle niewielki (OR<2.0) [108].
Ma to prawdopodobnie zwigzek z dwoma czynnikami. Po pierwsze, istnieje odwrotna
korelacja pomigdzy liczebno$cig analizowanej populacji a silg statystyczng badania, ktore na
wickszej liczbie osobnikéw jest w stanie wykry¢ bardziej subtelne zwigzki pomiedzy

wariantem a chorobg [109]. W badaniu Gudmundsson i wsp. analizowano >1000 chorych z
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NMTC 1 >38 000 kontroli, a wig¢c populacje przekraczajagce liczebnoscig wigkszos¢
tradycyjnych badan asocjacyjnych. Po drugie, badania GWAS do niedawna wykorzystywaty
gléwnie platformy zawierajace stosunkowo czgste warianty genetyczne, a wiec zgodnie z
teoriag CD-CV biologiczny efekt niesiony przez te polimorfizmy powinien by¢ niewielki
[110]. Co ciekawe, w pierwszym badaniu GWAS na stosunkowo matej probie 96 chorych ze
zwyrodnieniem plamki zottej zaleznej od wieku (ang. age-related macular degeneration,
AMD) 1 50 kontroli zidentyfikowano wariant rs380390 znajdujacy si¢ w intronie genu
Complement Factor H (CFH) w locus 1q31, ktorego efekt do dzisiaj pozostaje jednym z
najwyzszych wséréd wszystkich polimorfizméw zidentyfikowanych dzigki badaniom
catogenomowym (OR=7.4 (95% CI: 2.9-19.0), p<10™) [106]. Co wigce], wskazanie na gen
CFH bylto zaskoczeniem, poniewaz w tamtym czasie nie wigzano go z makulopatia
degeneracyjna. Kolejne doniesienia potwierdzity wyniki tego badania 1 wyjasnity role CFH
w patogenezie AMD [111-113]. Rezultaty pierwszego GWAS wskazaly na potencjalne
mozliwo$ci badan asocjacyjnych calego genomu w identyfikacji nowych mechanizméw
patogenetycznych chorob wieloczynnikowych.

Pomimo niewatpliwych sukcesoOw badania asocjacyjne calego genomu posiadajg kilka
ograniczen, z ktorych najistotniejszy wydaje si¢ problem tak zwanej ,brakujacej
dziedziczno$ci” (ang. missing heritability). Rownanie dziedziczno$ci zwigzanej z danym
zestawem wariantow genetycznych wyraza si¢ stosunkiem dziedziczno$ci ocenionej na
podstawie zaobserwowanego ich wspdlnego efektu (nominator réwnania) do caltkowitej
dziedziczno$ci wywnioskowanej na podstawie obserwacji dla catej populacji (denominator
roOwnania) [114]. Innymi stowy w badaniach poswigconych dziedzicznos$ci ocenia si¢ na ile
zmienno$¢ badanego fenotypu mozna wyjasni¢ przez dany zestaw wariantow genetycznych,
a na ile poprzez wplyw innych czynnikow genetycznych i/lub $rodowiskowych. Dla
wspomnianej powyzej pracy poswieconej czasom aPTT i1 PT osiem wskazanych
polimorfizméw wyjasniato odpowiednio tylko ~29% i ~14% zmiennosci tych parametrow,
co oznacza, ze odpowiednio ~71% i1 ~86% zmienno$ci aPTT i PT ma inne niz wykryte w tym
badaniu determinaty [107]. Dla wigkszosci badan GWAS frakcja ,,objasnionej”
dziedzicznos$ci nie przekracza 30% [115]. Istnieje wiele hipotez prébujacych wyjasnic¢ ten
problem. Najwazniejsze z nich sugeruja, ze cz¢s$¢ ,,brakujacej dziedzicznosci” niosa bardzo
rzadkie warianty, ktore moga by¢ wykryte jedynie poprzez sekwencjonowanie catego

genomu oraz, ze pewna frakcja dziedziczno$ci moze by¢ zwigzana ze zmienno$cig liczby
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kopii (ang. copy-number variations, CNVs), ktorych do niedawna nie mozna byto analizowac
w oparciu o platformy mikromacierzowe [116-118]. Innym wyjasnieniem jest mozliwos¢
przeszacowywania wielkosci denominatora w rownaniu dziedzicznosci, ktory wywodzi si¢
na podstawie danych z obserwacji dla catej populacji [114]. Ostatnim i najprostszym
rozwigzaniem problemu ,,brakujacej dziedziczno$ci” jest zalozenie istnienia wielu czgstych
wariantow genetycznych zwigzanych z danym fenotypem, ktére nie zostaly jeszcze wykryte
(nominator rownania dziedzicznosci) [56, 119].

Wigkszo§¢ wariantow genetycznych wykrytych dzigki badaniom GWAS lokalizuje
si¢ w regionach, ktore nie zawieraja gendw lub zawieraja transkrypty, ktorych funkcja nie
byta dotychczas zwigzana z analizowana chorobg [120]. To spostrzezenie odnosi si¢ takze do
badania Gudmundsson 1 wsp., w ktoérym predysponujacy do NMTC polimorfizm znajdowat
si¢ w 249 kb bloku LD nie zawierajacym opisanych w bazie RefSeq gendéw. Lokalizacja
wariantow GWAS w tak zwanych ,,pustyniach genowych” (ang. ,.gene desert region”)
powoduje, ze dla duzego odsetka tych badan nie udato si¢ do tej pory wyjasni¢ mechanizmu
predyspozycji zidentyfikowanych SNP’6w. Moze to wynika¢ z faktu, ze markery znajdujace
si¢ na platformach mikromacierzowych sg wybierane gldwnie w oparciu o lokalizacje i
czesto$¢ wystepowania w regionach wykazujacych LD, a nie w oparciu o ich potencjalng
funkcje zwigzang na przyktad ze zmiang aktywnos$ci regionéw promotorowych. Projektujac
zestawy mikromacierzowe zaklada si¢, ze polimorfizmy umieszczone na platformie majg
wskaza¢ (poprzez nierownowage sprzezen) locus zwigzany z danym fenotypem, w ktorym
znajduja si¢ funkcjonalne warianty sprz¢zone z predysponujagcymi genami. Oczywiscie tryb
selekcji markerow nie wyklucza mozliwosci, ze wytypowane w badaniach GWAS warianty
sa bezposrednio zamieszane w proces chorobowy [119].

W niniejszej pracy wykazano, ze polimorfizm rs944289 znajduje si¢ w bloku
nierownowagi sprzezen z niezidentyfikowanym dotychczas, duzym niekodujacym
migdzygenowym genem RNA (PTCSC3). Udowodniono, ze ekspresja tego transkryptu jest
zwigzana z genotypem polimorfizmu, ktéry poprzez allel ryzyka (T) ostabia aktywnos¢
promotora dla PTCSC3 stymulowang przez biatka wigzace si¢ z sekwencja CCAAT
(C/EBP). Wstepna charakterystyka PTCSC3 wskazala, Zze gen ten ulega selektywnej
transkrypcji w tarczycy, jego ekspresja jest silnie hamowana w tkance PTC, a jej odtworzenie
w komorkach raka tarczycy hamuje ich wzrost. Przedstawione wyjasnienie mechanizmu

dziatania rs944289 jest jednym z nielicznych doniesien, ktore wskazaly i scharakteryzowaty
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strukturalnie oraz funkcjonalnie nieznany wczesniej gen znajdujacy si¢ w bliskim sasiedztwie
wariantu wykrytego w badaniu asocjacyjnym catego genomu oraz zaproponowatly

mechanizm w jakim moze on by¢ odpowiedzialny za predyspozycje¢ do choroby.

6.2. Struktura PTCSC3.

Sekwencja eksondéw drugiego, trzeciego i czwartego PTCSC3 pokrywa si¢ prawie
catkowicie z transpozycyjnymi elementami (ang. transposable elements, TE). TE dzieli si¢
na retrotranspozony (klasa I) i transpozony DNA (klasa II). Te pierwsze dodatkowo dzieli si¢
na autonomiczne zwierajace sekwencje LTR 1 nieautonomiczne zawierajace elementy SINE
i LINE [121].

Elementy LINE stanowiace okoto 21% catego ludzkiego genomu sktadaja si¢ z trzech
rodzin- LINE1, LINE2 i LINE3, z ktérych tylko pierwsza wykazuje aktywnos$¢
transkrypcyjna. Dhugos¢ LINE1 zwanych takze elementami L1 wynosi ~6 kb. Elementy te
posiadajg promotor dla polimerazy II oraz dwie ORF (ORF1 i ORF2) kodujace biatka
niezbedne do retrotranspozycji (ORFIp i ORF2p). Biatko ORFlp stuzy jako ,biatko
opieckuncze” (ang. chaperone) dla LINEI RNA. ORF2p posiada dwie domeny
(endonukleazowg i1 odwrotnej transkryptazy), przy pomocy ktérych dokonuje przecigcia nici
DNA i1 wbudowania komplementarnego do LINE1 RNA fragmentu DNA [122, 123].
Okresowo reakcja odwrotnej transkrypcji (biegnaca od konca 3’ do konca 5° LINE1 RNA)
ulega przedwczesnej terminacji skutkujac powielaniem niekompletnych 1 niefunkcjonalnych
elementow. W efekcie dlugos¢ wigkszosci LINE1 w ludzkim genomie nie przekracza 900 nt
[124].

Elementy SINE sktadaja si¢ z krotkich, niekodujacych sekwencji (100-400 nt)
zawierajacych promotor dla polimerazy I11. Wigkszos$¢ elementow SINE w ludzkim genomie
nalezy do rodziny Alu (elementy Alu), nazwanej tak z powodu posiadania miejsca dla
restryktazy Alul [125]. SINE z rodziny Alu wywodza si¢ z RNA wchodzacego w sktad
kompleksu rybosomalnego 7SL i wykorzystuja do retrotranspozycji elementy L1 [126, 127].

Retrotranspozony LTR sg autonomicznymi mobilnymi elementami sktadajacymi si¢ z
gendw gag, pol 1 env, ktoére koduja proteazg, odwrotng transkryptazg, RNaze H i integrazg.
Transpozycja zachodzi w mechanizmie podobnym do powielania si¢ retrowiruséw (przy

uzyciu tRNA jako startera w reakcji odwrotnej transkrypcji zachodzacej w cytoplazmie), co
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odroznia LTR od LINEI [128]. Obecnie wigkszos¢ elementow LTR znajdujacych sie w
ludzkim genomie jest nieaktywna [124]. Transpozony DNA (klasa IT mobilnych elementow)
w przeciwienstwie do retrotranspozondéw nie zwigkszaja catkowitej ilosci DNA, poniewaz
ulegaja transpozycji w mechanizmie ,,wytnij-wklej” (ang. cut-paste) a nie ,kopiuj-wklej”
(ang. copy-paste). Elementy te koduja enzym zwany transpozyna, ktéry wycina transpozon, a
nastepnie wkleja go do innego miejsca w genomie. Ostatecznie liczba kopii transpozonu
pozostaje taka sama, zmienia si¢ tylko jego lokalizacja [129].

Eksony drugi (60 nt) i trzeci (91 nt) PTCSC3 pokrywaja si¢ catkowicie z
sekwencjami charakterystycznymi dla odpowiednio elementéw LINE (rodzina L1) i SINE
(rodzina Alu), podczas gdy ekson czwarty (647 nt) w okoto 75% wykazuje homologie z
powtarzajacymi si¢ sekwencjami LTR (rodzina ERVL). Catkowicie unikalnym fragmentem
PTCSC3 jest ekson pierwszy (356 nt), ktorego sekwencja nie wykazuje podobienstwa do
zadnego innego regionu ludzkiego genomu. Wydaje si¢ wigc, ze PTCSC3 wyewoluowat
czgsciowo z mobilnych elementéw (ME) tworzac specyficzng mozaike powtorzen i unikalnej
sekwencji. ME sktadajace si¢ na okoto 45% ludzkiego genomu byly uwazane w przesztosci
za ,$mieciowe DNA” (ang. ,,junk DNA”), ktorych ,,samolubne” powielanie si¢ zwigkszato
objetos¢ genomu bez pozytku dla komoérki gospodarza. Obecnie wiemy, ze ME byty
istotnymi elementami bioragcymi udziat w ewolucji genomu r6znych organizmoéw, stuzacymi
jako rezerwuar sekwencji, ktore poprzez powielanie, insercje, delecje i/lub mutacje dawaty
poczatek genetycznym innowacjom [130, 131]. Dla przyktadu, pewne dane wskazuja, ze
mobilne elementy braty udzial w tworzeniu genéw kontrolujacych powstawanie tozyska, a
wiec byly kluczowe w wylonieniu si¢ ssakow jako odrebnej gromady zwierzat [132]. Do tej
pory zidentyfikowano co najmniej kilkadziesigt transkryptéw wywodzacych si¢ z mobilnych
elementow [124, 133, 134]. Biorgc pod uwage fakt, ze wiele kodujacych genéw poprzez
nabycie fragmentéw regulatorowych jakie niosa ME moduluje swoja ekspresje, jest
prawdopodobne, ze czgs¢ IncRNA (ktérych gltéwna funkcja w komodrce polega na kontroli

ekspresji innych gendw) mogta wyewoluowaé¢ z mobilnych elementow [135-138].

6.3 PTCSC3 jako duzy niekodujacy RNA gen.

Wprowadzenie i rozwdj automatycznego sekwencjonowania metoda Sangera w latach

90 ubiegtego wieku umozliwit efektywniejsze odczytywanie informacji niesionej przez
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DNA. Jednym z pierwszych zastosowan tej techniki byto mapowanie EST do odpowiednich
regiondw w genomie celem identyfikacji loci ulegajacych transkrypcji, a wigc zawierajacych
potencjalne geny [139]. Wstepne wyniki wskazywaty, ze ludzki genom moze zawiera¢ nawet
>100 000 genow. Jednakze zakonczenie w kwietniu 2003 roku projektu Human Genome

Project (HGP) (http://www.genome.gov/10001772) oraz dalsze badania dostarczyty

zaskakujacych danych sugerujacych, ze calkowita liczba kodujacych genoéw nie przekracza
~25 000, a wiec wigkszo§¢ z ujawnionych transkryptow nie koduje biatek [124]. Kolejne
prace wskazaty, ze transkrypty nie ulegajace translacji zwane niekodujagcymi RNA (ang. non-
coding RNA, ncRNA) stanowia znaczaca frakcje wszystkich genow [140, 141]. W zaleznoSci
od dlugosci dzieli si¢ je na duze niekodujace RNA (ang. large non coding RNA, IncRNA;
>200 nt) i male niekodujace RNA (ang. small non coding RNA; <=200 nt). Nazwa duze
niekodujace RNA odnosi si¢ do réznych typow transkryptow takich jak duze migdzygenowe
niekodujace RNA (ang. large intergenic non-coding RNA, lincRNA), pseudogeny (ang.
pseudogenes), enhancerowe RNA (ang. enhancer RNA), dtugie intronowe niekodujagce RNA
(ang. long intronic non-coding RNA), antysensowne RNA (ang. antisense RNA), dlugie RNA
zwigzane z promotorem (ang. promoter-associated long RNA), transkrybowane
ultrakonserwatywne regiony (ang. transcribed ultraconserved regions), niekodujace RNA
zwigzane z powtdrzeniami (ang. repeat-associated non-coding RNA) i dhugie niekodujace
transkrypty indukowane stresem (ang. long stress-induced non-coding transcripts). Mate
ncRNA takze sktadajg si¢ z kilku typow transkryptow, z ktorych najlepiej poznane sg
mikroRNA [142]. Liczne badania na przestrzeni ostatnich lat dostarczyly wielu dowodéw na
udzial mikroRNA w  patogenezie roznych nowotworow  takich jak  rak
watrobowokomorkowy, rak jelita grubego, rak piersi, rak jajnika, rak ptuc, bialaczki i
szeregu innych [143]. Zidentyfikowanie polimorfizmu rs2910164 w tancuchu pre-miR-146a
zwigkszajacego ryzyko dla PTC (genotyp [GC]: OR=1.62 (95% CI:1.3-2.0), p=0.000007)
bylo jednym z wazniejszych odkry¢ wskazujacych na potencjalng role ncRNA w patogenezie
NMTC [69]. O ile dzisiejsza wiedza na temat mikroRNA jest stosunkowo duza, o tyle
mechanizmy dziatania 1 funkcje IncRNA pozostaja relatywnie malo poznane. Prace
probujace zdefiniowa¢ duze niekodujace geny wskazuja na kilka istotnych cech
odrézniajacych te transkrypty od tak zwanego ,szumu” transkrypcyjnego, czyli
niespecyficznego przepisywania informacji z DNA na RNA. Duze niekodujace RNA

charakteryzuja si¢ wystgpowaniem epigenetycznych znacznikow (wspdlnych z genami
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kodujacymi), takich jak trimetylacja lizyny 36 w histonie H3 w genie (H3K36me3) 1
trimetylacja lizyny 4 w histonie H3 (H3K4me3) w promotorze. Geny te zazwyczaj s3
transkrybowane przez polimeraz¢ RNA II oraz stosunkowo czesto ulegajg poliadenylacji,
splicing’owi i tkankowo-specyficznej ekspresji, ktora jest regulowana poprzez tradycyjne
czynniki transkrypcyjne [144]. Wstepna charakterystyka PTCSC3 pokazata, ze gen ten ulega
tarczycowo-specyficznej ekspresji, aktywnos$¢ jego promotora jest regulowana poprzez
powszechnie znane czynniki transkrypcyjne (C/EBPa i C/EBPp), a koncowy produkt genu
ulega poliadenylacji i sktadaniu (splicing’owi). Kluczowe dla ostatecznego zaklasyfikowania
danego transkryptu do lincRNA jest ustalenie jego kodujacego potencjalu. Duzy odsetek
IncRNA posiada réznej dtugosci ORF. Jednym z pierwszych i najlepiej poznanych IncRNA
jest gen XIST znajdujacy si¢ w locus Xql3.2 [145]. XIST posiada podwojny motyw ,,spinki
do wloséw” (ang. hairpin) w domenie RepA tancucha RNA, poprzez ktora wiaze Polycomb
Repressive Complex 2 (PRC2), co prowadzi do epigenetycznego wyciszenia chromosomu X.
Aktywny chromosom X hamuje ekspresje XIST poprzez  transkrypcje genu 7SIX
zlokalizowanego na przeciwleglej do XIST nici DNA (antysensowny RNA) [146]. Z uwagi
na obecnos$¢ ramki odczytu XIST zostal poczatkowo zakwalifikowany jako kodujacy.
Dopiero pozniejsze prace wskazaty na jego niekodujacy charakter [147]. PTCSC3 posiada
krotka 95 aminokwasowag ORF. Analiza in silico jego sekwencji wskazata, ze trzy z czterech
eksonow zawierajg motywy SINE, LINE 1 LTR. Przemawia to za niekodujacym charakterem
tego genu, poniewaz elementy te, jakkolwiek moga sktada¢ si¢ na retrotranspozony i
kodowa¢ biatka, to w konstelacji jaka wystepuje w PTCSC3 wydaje si¢ to mato
prawdopodobne [148]. W niezaleznej od niniejszego badania publikacji zespdt badaczy
(Cabili 1 wsp.) z Massachusetts Institute of Technology (USA) analizujac (poprzez glebokie
sekwencjonowanie RNA) transkryptomy réznych tkanek (w tym tarczycy) zidentyfikowat
ponad 8000 nowych IncRNA [149]. Celem rozréznienia gendéw niekodujacych od
kodujacych autorzy tego badania uzywali metody PhyloCSF opracowanej przez Linn i wsp.
polegajacej na projektowaniu filogenetycznych modeli reprezentujacych ewolucje kodonow
w genach kodujacych i ewolucje nukleotydowych tripletéw w regionach niekodujacych
[150]. Dodatkowo dla kazdego z transkryptu analizowano wszystkie potencjalne ramki
odczytu pod katem ewentualnego kodowania jakiejkolwiek z 31 912 biatkowych domen
skatalogowanych w bazie Pfam [151]. Badacze ci zidentyfikowali w tkance tarczycowe;j

transkrypt  XLOC 010996  (chr14:36598757-36645961, UCSC Genome Browser,
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GRCh37/h19) odpowiadajacy PTCSC3, ktory zostal zakwalifikowany do klasy IncRNA
[149]. Analiza struktury PTCSC3 przeprowadzona w niniejszej rozprawie oraz wyniki pracy
Cabili i wsp. wskazuja, ze potencjal kodujacy PTCSC3 jest niewielki, aczkolwiek nie mozna
go catkowicie wykluczy¢é wyltacznie na podstawie analizy bioinformatycznej. Kolejnym
etapem charakterystyki tego genu mogloby by¢ wykonanie testu western blot z uzyciem
przeciwcial przeciwko wybranym epitopom potencjalnego peptydu PTCSC3. Empiryczne
udowodnienie translacji dla zidentyfikowanej 95 aminokwasowej ORF PTCSC3 bytoby

ambitnym zadaniem wykraczajacym jednakze poza cele tej rozprawy.

6.4. Funkcja PTCSC3.

Do niedawna na patogenez¢ nowotwordw patrzono gltdéwnie poprzez pryzmat mutacji
w genach biatkowych regulujacych kluczowe dla inicjacji i progresji choroby nowotworowej
procesy takie jak proliferacja, apoptoza, roznicowanie komoérek czy naprawa DNA [152].
Liczne badania ostatnich lat skupiajace si¢ na mechanizmach kontrolujacych transkrypcje
zwrocity uwage na fakt, ze zmiany w epigenetycznej represji genow mediowane przez
IncRNA mogg zaburza¢ delikatng homeostaze komoérkowsq 1 takze inicjowa¢ nowotworowa
transformacje¢ [153]. Jednym z lepiej opisanych IncRNA wptywajacych na ekspresje innych
transkryptow jest HOTAIR zlokalizowany w locus 12ql13.13. Gen ten posiada dwie
funkcjonalne domeny wigzace PRC2 (koniec 5S’RNA) i LSD1/CoREST1 (koniec 3’RNA),
poprzez ktoére wptywa na genomowa lokalizacje PRC2, co prowadzi do zmiany w
konformacji chromatyny 1 ostatecznie represji transkrypcji [154, 155]. Nadekspresja
HOTAIR w raku piersi, watroby i jelita grubego jest zwigzana ze zwigkszonym ryzykiem
pojawienia si¢ przerzutdow i1 mniejsza przezywalnoscig, co wskazuje na pro-onkogenne
dziatanie tego genu w réznych tkankach [156-158]. HOTAIR jest transkryptem
zlokalizowanym migdzygenowo (ang. intergenic) wpltywajacym na ekspresje gendw
zlokalizowanych w odleglych od 12q13.13 loci. Jego dzialanie jest okreslane mianem trans
(ang. trans-acting). Innym przyktadem IncRNA sa transkrypty regulujace lokalng ekspresje
gendw, co okre$la si¢ mianem dziatania cis (ang. cis-acting). Przyktadem takiego lincRNA
jest ANRIL zlokalizowany w 9p21.3. Gen ten jest transkrybowany z przeciwlegtej do locus
INK4A/ARF nici DNA (antysensowny RNA). Locus INK4A4/ARF zawiera geny supresorowe
INK4n/ARF/INK4a, pl6/CDKN2A 1 pl5/CDKN2B, ktore kontroluja cykl komodrkowy i
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proces starzenia si¢ komorki. W raku prostaty zwigkszona ekspresja ANRIL poprzez lokalne
zmiany w strukturze chromatyny wywolywane przez PRC1 i PRC2 hamuje ekspresje gendéw
supresorowych INK4n/ARF/INK4a i p15/CDKN2B [159, 160].

HOTAIR i ANRIL poprzez zwigkszong ekspresj¢ w tkance guza i mechanizm
dzialania promujacy chorob¢ nowotworowa wykazuja cechy charakterystyczne dla
onkogenow. Duze niekodujace RNA potrafig takze wywotywaé dziatania charakterystyczne
dla genow supresorowych. Przykladem moze by¢ GASS, ktory poprzez antagonizowanie
receptora glukokortykosteroidowego (ang. glucocorticoid receptor, GR) moduluje procesy
wplywajace na przezycie i metabolizm komorek. Koniec 3°GAS5 RNA zawiera motyw
podobny do sekwencji DNA wigzacej receptor GR. Zwigzanie GR z GAS5 RNA
uniemozliwia temu pierwszemu oddziatywanie na promotory genow regulowanych przez
glukokortykosteroidy [161]. Wykazano, Zze ekspresja GAS5 ulega supresji w guzach piersi, a
stymulacja jego transkrypcji w liniach komérkowych tego raka indukuje apoptoze i hamuje
proliferacje [162]. Innym przyktadem duzego niekodujacego RNA o cechach supresora jest
gen MEG3 znajdujacy si¢ na chromosomie 14q32 [163]. MEG3 stymuluje ekspresje TP53
wzmacniajac jednoczesnie wigzanie p53 z promotorami docelowych gendéw [164]. Utrata
ekspresji MEG3 zostatla udokumentowana w neuroblastomie, guzach watroby, glejakach,
guzach przysadki moézgowej 1 biataczkach [165-169]. Restytucja transkrypcji MEG3 w
komorkach raka szyjki macicy, raka watrobowokomorkowego i1 glejakach hamowata ich
wzrost poprzez indukcje apoptozy [166-168].

Przytoczone powyzej przyklady IncRNA obrazujg réznorodno$¢ mechanizmow,
poprzez ktore transkrypty te wplywaja na ekspresje docelowych gendéw. Jest to cecha istotnie
odrdzniajaca IncRNA od mikroRNA, ktére zawiadujg transkrypcja poprzez wigzanie si¢ z
odpowiednig sekwencja docelowego genu zlokalizowang w regionie 3’ nie ulegajacym
translacji (ang. 3’ untranslated region, 3’UTR) [170]. Jak pokazano powyzej, duze
niekodujace RNA wplywaja na inne transkrypty poprzez lokalng (dziatanie cis: XIST,
ANRIL) lub odlegly (dzialanie trans: HOTAIR) zmiang¢ w konformacji chromatyny,
bezposredni wplyw na transkrypcje (MEG3) lub dziatania kompetycyjne dla receptorowego
biatka (GASS5). Mechanizmy te nie wyczerpuja jednakze catego spektrum dziatan tych
gendéw. Kilka z ostatnio opublikowanych prac wskazalo na inne, potencjalnie wazne
mechanizmy kontroli ekspresji regulowane przez IncRNA. Wykazano na przyklad, ze

niekodujacy transkrypt MALAT-1 znajdujacy si¢ na chromosomie 11q13.1 potrafi zmienia¢
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aktywno$¢ genow poprzez wpltyw na procesy skladania mRNA [171]. Wzmozona ekspresja
MALAT-1 w raku niedrobnokomoérkowym pluca byla zwigzana ze zwigkszonym ryzykiem
wystapienia przerzutOw i zmniejszong przezywalnoscig [172]. Inne badanie wskazato na
komplementarne wigzanie duzych niekodujacych RNA poprzez sekwencje Alu z
przekaznikowymi RNA, co prowadzi do rozpoznania kompleksu IncRNA-mRNA przez
biatko STAUI i w konsekwencji do degradacji kwasu rybonukleinowego [173]. Ciekawym
mechanizmem kontrolujagcym poziom mRNA w komorce jest zaproponowana przez Poliseno
1 wsp. hipoteza sugerujaca, ze IncRNA moga sekwestrowa¢ mikroRNA, co prowadzi do ich
zmniejszonego wplywu na 3’UTR gendéw docelowych [174]. Ztozono$¢ mechanizmow
dziatania IncRNA sprawia, ze okreslenie funkcji PTCSC3 stanowi duze wyzwanie. Wstgpna
charakterystyka tego lincRNA sugeruje supresorowy typ dzialania. Przynalezno$¢ danego
genu do supresoroOw okresla si¢ na podstawie trzech gtownych kryteriow. Po pierwsze dany
transkrypt powinien ulega¢ funkcjonalnej deaktywacji w tkance guza (supresja transkrypcji,
mutacje, delecje 1 inne). Po drugie, restytucja jego ekspresji w tkance nowotworowej
powinna hamowa¢ wzrost komérek w modelach in vitro 1 in vivo. Po trzecie, deaktywacja
genu w modelu in vivo powinna prowadzi¢ do transformacji nowotworowej, formowania
guza i/lub defektow rozwojowych [175]. W analizie ekspresji PTCSC3 w tkance guza i
zdrowej tkance tarczycowej u 46 chorych z PTC wykazano, ze transkrypcja tego lincRNA
ulegata silnej supresji w tkance raka w kazdej z testowanych par (p=2.84x10™"*) (Rycina 17).
Ta obserwacja jest zgodna z wynikami oceny ekspresji PTCSC3 w liniach komérkowych
raka tarczycy metodag RT-PCR, w ktérej udokumentowano utrate ekspresji PTCSC3 w 14 z
18 testowanych linii 1 znaczacg supresje¢ w pozostatych 4 (Rycina 14). Wyniki te wskazuja,
ze ekspresja PTCSC3 jest silnie hamowana w komorkach tarczycy, ktore ulegly
nowotworowej transformacji. Indukcja transkrypcji PTCSC3 w liniach komorkowych PTC
(TPC-1 i BCPAP) hamowata ich wzrost (odpowiednio p=0.002 i p=0.019) (Rycina 21).
Powyzsze dane sugeruja, ze PTCSC3 posiada wlasciwosci genu supresorowego. Mechanizm
w jaki PTCSC3 hamuje wzrost komorek pozostaje nieznany. Wyniki analizy porownawczej
ekspresji gendéw w komorkach TPC-1 (z ektopowa transkrypcja PTCSC3 1 komorkach
niewykazujacych transkrypcji PTCSC3) wskazaly, ze gen ten wptywal na ekspresje szeregu
waznych transkryptow biorgcych udziat w patogenezie PTC (AKT [176], PI3K [177], USF2
[178], RHOB [179], MOAP1 [180], PLK1 [181], HSP90 [182], PTMA [183], SI00A4 [184,
185], GDF15 [186] i MYDS88 [187]) (Rycina 22, Gene Expression Omnibus: GSE32195).
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Geny te s3 waznymi czynnikami wptywajacymi bezposrednio lub posrednio na procesy
proliferacji i apoptozy. Hamowanie wzrostu komoérek raka tarczycy moglo by¢ efektem
dziatania PTCSC3 na jeden lub wiecej z tych transkryptow. Sita z jakg PTCSC3 oddziatywat
na proliferacje nie byla znaczna. Mozna to wigza¢ z efektywnoscia transfekcji, ktora dla
uzytych w eksperymencie linii komoérkowych nie przekraczata 50%. Wydaje sie, ze dalsze
badania z wykorzystaniem linii, w ktorych gen ten bedzie ulegat stabilnej (system pTet-
On/Off) ekspresji moze lepiej zobrazowa¢ wpltyw PTCSC3 na proliferacje komorkows.
Nalezy takze zaznaczyé, ze jakkolwiek test alamarBlue® jest wykorzystywany do oceny
wzrostu komorek to w rzeczywistosci mierzy on ich aktywno$¢ metaboliczng (zywotnosc),
ktora jest tylko posrednio zalezna od tempa proliferacji. Nie mozna zatem wykluczy¢
mozliwos$ci, ze PTCSC3 hamowal metabolizm komorek raka tarczycy nie wptywajac na ich
wzrost. Ten mato prawdopodobny, aczkolwiek mozliwy aspekt dzialania PTCSC3 takze
nalezy wzia¢ pod uwagg.

Lista genow ulegajacych dysregulacji w odpowiedzi na przywrdcenie ekspresji
PTCSC3 w komorkach raka tarczycy obejmowala 467 transkrypty. PTCSC3 wplywalt
bezposrednio na niewielki odsetek tych transkryptéw, pozostale ulegly dysregulacji na
zasadzie ,,efektu domina” w przebiegu wzajemnych migedzygenowych interakcji. Dlatego w
analizie wplywu danego genu na ekspresj¢ innych transkryptow wazne jest wskazanie
szlakow metabolicznych do jakich nalezg te ostatnie, co pozwala posrednio okresli¢ role
badanego transkryptu w komorce. Trzy najwazniejsze szlaki metaboliczne 1 S$ciezki
sygnatowe jakie modulowal PTCSC3 to powstawanie 1 procesowanie amyloidu (p=3.80x10
%), metylacja DNA i represja transkrypcji (p=5.62x10") oraz przekaznictwo neuregulinowe
(p=9.54x10*) (Tabela 39). Dane sugerujace zwiazek amyloidu i przekaznictwa
neuregulinowego z DTC wydaja si¢ zaskakujace. O ile ztogi amyloidu w podscielisku tkanki
nowotworowej u chorych z MTC sg stosunkowo czgstym zjawiskiem, to do tej pory opisano
zaledwie kilka przypadkow wspotwystepowania skrobiawicy tarczycy i NMTC [188-194]. U
pacjentow z MTC depozycja amyloidu ogranicza si¢ zwykle do guza i1 jest efektem
niekontrolowanej produkcji kalcytoniny przez transformowane nowotworowo komorki C
[188, 194]. Ztogi amyloidu sa skutkiem, a nie przyczyna rozwoju MTC. Dla postaci
nierdzeniastych wole amyloidowe jest zwykle jedng z manifestacji uktadowej amyloidozy
[190, 193]. Nie ma dowodow, ze skrobiawica inicjuje proces nowotworowy, a wigc

wspotwystgpowanie amyloidu w tkance tarczycowej z NMTC traktuje si¢ jako koincydencje
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dwoch rzadkich 1 nie wykazujacych zwiazku przyczynowo-skutkowego choréb. Rola
przekaznictwa neuregulinowego w patogenezie raka tarczycy wydaje si¢ by¢ intrygujaca w
swietle danych wskazujacych na bardzo silny zwigzek ekspresji genu NRGI kodujacego
bialko neureguling 1 z genotypem wariantu 1s2439302 (p=9.1x10""), ktéry zostat
zidentyfikowany w badaniu GWAS jako predysponujacy do NMTC (OR=1.36 (95% CI:
1.23-1.50), p=2.0x10") [68]. Neureguliny naleza do rodziny naskérkowych czynnikow
wzrostu (ang. epidermal growth factor family, EGF) odgrywajacych wazna role w procesie
dojrzewania uktadu nerwowego, serca i gruczotow piersiowych. Wykazano, ze metylacja
NGRI 1w efekcie wyciszenie jego ekspresji jest czgstym zjawiskiem w raku piersi. Supresja
transkrypcji NGRI w linii komérkowej tego raka stymulowata proliferacje, co wskazuje na
supresorowe wlasciwosci tego genu [195]. Jakkolwiek zwigzek PTCSC3 z przekaznictwem
neuregulinowym wydaje si¢ interesujacy to najwyzsza warto$§¢ wspotczynnika liczby genow
ulegajacych dysregulacji do catkowitej liczby gendéw tworzacych dany szlak odnotowano dla
Sciezek zwigzanych z metylacja DNA 1 represja transkrypcji, co moze wskazywac, ze sg to
jedne z najwazniejszych mechanizméw dziatania PTCSC3 (Tabela 39). Niezalezna od
analizy kanonicznych szlakow ocena wzajemnych interakcji genow ulegajacych dysregulacji
w odpowiedzi na przywrocenie ekspresji PTCSC3 w komorkach raka tarczycy wskazatla, ze
gen ten wplywa na transkrypty regulujace replikacje, rekombinacj¢ 1 naprawg DNA (Siec-1),
mobilnos¢ komorek, morfologie guza i1 $mier¢ komodrki (Sie¢-2) oraz powstawanie 1
organizacje¢ komorek, funkcje komorkowe 1 morfologi¢ tkanek (Sie¢-3) (Rycina 22). Wyniki
analizy wzajemnych interakcji transkryptow oraz kanonicznych $ciezek metabolicznych sa
zgodne z obserwacjami wigzacymi funkcje lincRNA z regulacjg ekspresji genow. Niektore z
doniesien wskazuja, ze IncRNA w przeciwienstwie do genoéw biatkowych wykazuja w
duzym odsetku tkankowa specyficzno$¢, co moze sugerowac ich istotng role w réoznicowaniu
1 dojrzewaniu tkanek [142]. Dane z analizy IPA wskazujace na prawdopodobny zwigzek
PTCSC3 z roznicowaniem, dojrzewaniem i morfologia tkanki tarczycowej moga wyjasniac
jego tarczycowo-specyficzng ekspresje. Tkankowa specyficznos¢ PTCSC3 moze takze
wskazywaé na udzial w swoistych dla tarczycy funkcjach. Wszystkie poznane do tej pory
tarczycowo-specyficzne geny (7G, TPO, NIS, TSHR) biora udzial w produkcji hormonow
tarczycowych. Wyniki eksperymentu mikromacierzowego nie wykazaly jednakze wptywu
PTCSC3 na poziom transkrypcji zadnego z powyzszych genéw. Jakkolwiek IncRNA reguluja
ekspresje gtownie na poziomie transkrypcji (XIST, HOTAIR, ARNIL) to moga one takze
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modelowac¢ procesy posttranslacyjne (GASS5). Nie mozna catkowicie wykluczy¢ wptywu
PTCSC3 na tarczycowo-specyficzne geny w mechanizmie innym niz kontrola transkrypcji.
Jednakze z uwagi na obserwowane zmiany w poziomach RNA dla 467 transkryptow, wyniki
analizy kanonicznych szlakéw metabolicznych oraz wzajemnych interakcji wzbudzanych lub
hamowanych gendéw wydaje sig¢, ze transkrypcyjna regulacja ekspresji jest zapewne gtownym
mechanizmem dzialania tego lincRNA. Jest wigc mato prawdopodobne, ze tkankowa
specyficznos¢ PTCSC3 ma zwigzek z produkcja hormonéw tarczycowych, aczkolwiek aby
catkowicie wykluczy¢ ten aspekt potencjalnego dziatania PTCSC3 nalezatoby przeprowadzi¢

dalsze, ukierunkowane na ta hipotetyczng funkcj¢ badania.

6.5. Wplyw rs944289 na ekspresje PTCSC3.

Polimorfizm rs944289 znajduje si¢ 3.2 kb od poczatku pierwszego eksonu PTCSC3 w
regionie dalszego promotora (Rycina 18). Analiza in silico wskazala na czynniki
transkrypcyjne C/EBPa 1 C/EBPf jako potencjalnie wigzace si¢ z DNA w miejscu
polimorfizmu, ktéry poprzez allel ryzyka zmniejszal site wigzania wyrazong jako wplyw
pozycji w macierzy (PWM). Wyniki testu opoznienia w zelu potwierdzily in vitro wigzanie
obydwu TF z fragmentem DNA zawierajagcym allel C (Rycina 19). W podwdjnym tescie
lucyferazy C/EBPa 1 C/EBP aktywowaly promotor dla PTCSC3 zaréwno dla allelu C
(odpowiednio p=0.0009 i p=0.0014) jak i allelu T (odpowiednio p=0.0019 1 p=0.0048). Allel
ryzyka (T) ostabial aktywnos¢ promotora generowang przez C/EBPa 1 C/EBPf (odpowiednio
p=0.026 i p=0.048) (Rycina 20).

Rodzina czynnikow wigzacych si¢ z sekwencjg CCAAT sktada si¢ z sze$ciu protein:
C/EBPa, C/EBPP, C/EBPy, C/EBPS, C/EBPe i C/EBPO [196]. Nazwa grupy pochodzi od
pierwszego zidentyfikowanego cztonka rodziny (C/EBPa), ktéory wykazywal zdolno$é
wigzania si¢ z motywem CCAAT wystepujacym w promotorach réznych genow [197].
C/EBPa i C/EBPP sa kodowane przez geny skladajace si¢ z pojedynczych eksonow
zlokalizowane odpowiednio w loci 19q13.3 i 20q13.3. Obydwa biatka posiadaja szereg
izoform na skutek inicjacji translacji przez kilka alternatywnych kodonéw startowych. Kazda
z postaci posiada C-koncowa domeng¢ podstawowego zamka leucynowego (bZIP)
odpowiedzialnego za wigzanie z DNA oraz w zalezno$ci od dlugosci tancucha biatkowego

funkcjonalng domen¢ znajdujaca si¢ w N-koncowym fragmencie danej izoformy. Dla
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C/EBPa rozrézniamy izoformy p42 i p30, ktorych nazwy odnosza si¢ do ich molekularnej
masy (odpowiednio 42 kDa i 30 kDa). Uwaza si¢, ze forma dtuzsza (p42) posiada pelng
aktywno$¢ czynnika transkrypcyjnego. C/EBPf posiada izoformy LAP* (38 kDa), LAP (34
kDa) i LIP (20 kDa), z ktérych dwie pierwsze uznaje si¢ za aktywne czynniki transkrypcyjne
[198, 199]. Klasyczne miejsce wigzace dla C/EBP zawiera palindromowa sekwencje
RTTGC*GYAAY, gdzie R=A lub G i Y=C lub T [200]. Nukleotydy w pozycji +3 i +4
odgrywaja kluczowa role w identyfikacji przez C/EBP miejsca wigzacego. Nastgpna
decydujaca o sile wigzania jest pozycja £2. Najwigkszg zmienno$¢ odnotowano dla
nukleotydéw +1 i +5 [201]. Czynniki nalezace do rodziny bZIP takie jak C/EBP posiadaja
zdolno$¢ rozpoznawania miejsc zawierajacych tylko polowe sekwencji palindromowej (ang.
half site) [200, 202, 203]. C/EBP oddziatywuja na DNA w formie homo- lub heterodimerow.
Te ostatnie powstaja poprzez wigzanie czasteczek C/EBP w praktycznie dowolnych
kombinacjach [204]. Dodatkowo C/EBP posiadaja zdolno$¢ bezposredniej interakcji z
innymi czynnikami transkrypcyjnymi, w tym bardzo istotnymi z punktu widzenia fizjologii
komorki tarczycowej takich jak NF-xB czy NKX2-1 [205, 206].

Podstawowa funkcja C/EBPa jest zwigzana z regulacja proceséOw kierujacych
dojrzewaniem tkanek. Wyniki badan na myszach pozbawionych ekspresji C/EBPa (ang.
Cebp null mice) wskazuja na kluczowg role tego czynnika transkrypcyjnego w réznicowaniu
adipocytow, granulocytow 1 komorek nabtonkowych [207-209]. Mechanizmy stojace za
zdolnoscig C/EBPa do wptywania na dojrzewanie réznych tkanek pozostajg nie do konca
jasne. Wydaje si¢, ze C/EBPa wspotdziata z innymi czynnikami transkrypcyjnymi modulujac
ekspresj¢ docelowych genow w =zalezno$ci od kolaborujacego z nim czynnika
transkrypcyjnego. Dla przyktadu, w adipocytach C/EBPa wplywa na rdéznicowanie i
zahamowanie wzrostu poprzez wspoétdziatanie z PPARYy, podczas gdy interakcje NKX2-1 i
HNF3B z C/EBPa zawiadujg dojrzewaniem komorek nabtonkowych dréog oddechowych
[210, 211]. Druga funkcja C/EBPa jest zdolno$¢ hamowania wzrostu dojrzalych komorek.
Kierowanie réznicowaniem komorek z nastgpczym hamowaniem ich wzrostu po osiggnigciu
przez nich pelnej dojrzatosci powoduje, ze C/EBPa jest uwazane za ,przelacznik
dojrzewania” kontrolujacy transformacje proliferujacych i nie w pelni zréznicowanych
tkanek w formy dojrzale i nieproliferujace [212]. Regulacja wzrostu odbywa si¢ poprzez
bezposredni represyjny wptyw C/EBPa na kompleks E2F, ktéry kontroluje przejscie
komorek z fazy G1 do S w cyklu komorkowym poprzez hamowanie CDK2/CDK4, aktywacje
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1"r! i remodeling kompleksu chromatyny [213-216]. Z uwagi na funkcje zwigzane z

p2
regulowaniem procesow dojrzewania i proliferacji C/EBPa jest istotnym czynnikiem
transkrypcyjnym biorgcym udziat w patogenezie szeregu nowotworow. Rola jaka odgrywa
C/EBPa w roznicowaniu granulocytow 1 monocytow sprawia, ze jest jednym z
najwazniejszych czynnikow bioracych udziat w transformacji nowotworowej tych linii
komodrkowych. Mutacje somatyczne w genie CEBPA sa jednymi z najczgstszych zmian
genetycznych stwierdzanych w ostrej biataczce szpikowej (ang. acute myeloid leukemia,
AML) [217]. Dodatkowo opisano metylacje promotora, supresj¢ translacji i posttranslacyjne
modyfikacje wptywajace na ekspresje C/EBPa u chorych z AML [218]. Oprécz biataczek
C/EBPa odgrywaja takze istotng role¢ w onkogenezie guzéow litych. Wykazano, Zze wysoka
ekspresja C/EBPo w dojrzatych hepatocytach ulega prawie catkowitemu wyhamowaniu w
tkance watrobowej ulegajacej regeneracji. Podobna supresj¢ odnotowano w komorkach raka
watrobowokomodrkowego [219]. Przywrocenie ekspresji C/EBPa w linii komodrkowej tego
raka hamowato proliferacje wskazujac na supresorowe dziatanie C/EBPa w tym guzie [220].
Podobny wptyw C/EBPa zaobserwowano w raku ptuc i skory [221, 222].

C/EBPB zwany takze jadrowym czynnikiem dla ekspresji interleukiny 6 (ang.
Nuclear Factor for Interleukin-6 Expression, NF-IL6) jest jednym z wazniejszych
mediatorow wrodzonej odpowiedzi immunologiczne] wptywajacym na ekspresj¢ szeregu
cytokin takich jak TNF, IL-1pB, IL-6, IL-12, p35 1 IL-10 [223]. C/EBPp jest takze istotnym
czynnikiem regulujgcym procesy proliferacji 1 réznicowania monocytow [224]. Deficyt
C/EBPB w komorkach niskozréznicowanych szpiku bedacych we wczesnych fazach
dojrzewania (przed podzialem na lini¢ monocytowa 1 granulocytowa) hamuje ich proliferacje
i formowanie kolonii, podczas gdy w komorkach wykazujacych wigkszy stopien
zrdéznicowania supresja C/EBP stymuluje podziaty komérkowe [225, 226]. W pordwnaniu z
C/EBPa rola C/EBPB w patogenezie nowotworéw jest mniej poznana. Wykazano, ze
ekspresja izoformy LIP jest podwyzszona w biataczkach mielomonocytowych oraz w raku
piersi [227, 228]. Z kolei stymulacja transkrypcji izoform LAP*/LAP hamuje proliferacj¢ i
inicjuje dojrzewanie leukocytow [229]. C/EBPB zwigksza przezycie komorek poprzez
redukcje ekspresji 1 aktywnosci p53 w odpowiedzi na uszkodzenie DNA [230]. Z drugiej
strony indukcja C/EBPB w komorkach raka watrobowokomodrkowego hamuje ich wzrost
poprzez zatrzymanie cyklu komorkowego na granicy faz G1/S [231]. Wydaje si¢ wigc, ze w

zaleznos$ci od rodzaju tkanki lub stopnia jej dojrzalosci C/EBPJ indukuje lub hamuje procesy
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pro-proliferacyjne. Dlatego niektorzy autorzy stawiajg teze o roli C/EBPP jako waznego
czynnika transkrypcyjnego kontrolujacego proces przejScia niezlosliwej proliferacji
komoérkowej (na przyklad proliferacji leukocytow w odpowiedzi na czynnik
immunologiczny) w niekontrolowany rozrost nowotworowy [223].

C/EBPa i C/EBPP ulegaja transkrypcji w wielu réznych komodrkach takich jak
hepatocyty, adipocyty, komorki szpiku kostnego i komoérki nabtonkowe drog oddechowych
[232, 233]. Wedlug danych zawartych w bazie Cancer Genome Anatomy Project czynniki te
sg takze transkrybowane w zdrowej tkance tarczycowej i hamowane w tkance NMTC

(http://cgap.nci.nih.gov/cgap.html). Baza Pubmed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed;

dane z sierpnia 2012) zawiera jedynie dwie publikacje (Pomerance i wsp. oraz Akagi 1 wsp.)
poswiecone zwigzkowi C/EBP z TC [234, 235]. W badaniu Pomerance i wsp. analizowano
regulacje ekspresji 1 lokalizacj¢ C/EBPB w tyreocytach. Wykazano, ze TSH stymulowat
transkrypcj¢ C/EBPB w komorkach tarczycowych, ktory z kolei hamowal ekspresje
symportera sodowo-jodowego (NIS) stymulowang przez cykliczny monofosforan adenozyny
(cAMP). Analiza imunohistochemiczna wykazata, ze ekspresja C/EBPB w tyreocytach byta
ograniczona $cisle do jadra komodrkowego, podczas gdy w komorkach PTC lokalizowata sig¢
gltéwnie w cytoplazmie [234]. Ta ostatnia obserwacja zostala potwierdzona w pracy Akagi i
wsp. analizujacej role HNF3B/FoxA2, NKX2-1, C/EBPa i C/EBPB w TC. Dodatkowo, w
badaniu tym przy uzyciu ilosciowego PCR wykazano, ze transkrypcja C/EBPa i C/EBPf
ulega supresji w komodrkach TC, a indukcja ekspresji C/EBP w komorkach BHP hamuje ich
wzrost [235].

Wyniki niniejszej rozprawy sg kolejnymi, ktére wskazujag na zwigzek C/EBPa 1
C/EBPB z PTC. Test opoznienia w zelu i podwdjnej lucyferazy wskazaty na wigzanie si¢ i
aktywacje promotora PTCSC3 przez C/EBPa i C/EBPP in vitro. Potwierdzeniem wptywu
tych czynnikow na transkrypcje PTCSC3 in vivo powinno by¢ wykazanie zalezno$ci
poziomu ekspresji tego genu od genotypu rs944289. Wyniki analizy transkrypcji PTCSC3 u
46 chorych z PTC wykazatly silniejsza supresj¢ tego lincRNA w tkance guza u homozygot
[TT] (n=21) w poréwnaniu z heterozygotami (n=19) (p=0.004). Poréwnujac dostepne w
laboratorium nieliczne homozygoty [CC] (n=6) z homozygotami [TT] (n=21) nie wykazano
istotnych réznic w supresji PTCSC3 (p=0.110). Liczebno$¢ pacjentow bez allelu ryzyka byta
jednakze duzym ograniczeniem tego pordwnania (Tabela 37, Rycina 17). Analiza ekspres;ji

PTCSC3 w zdrowej tkance tarczycowej wskazata, ze gen ten jest silniej transkrybowany u
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homozygot [TT] (n=21) w poréwnaniu z heterozygotami (n=19) (p=0.034) (Tabela 37,
Rycina 16). O ile stabszg ekspresje¢ PTCSC3 w tkance guza u homozygot [TT] mozna wigza¢
z wptywem C/EBPa i/lub C/EBP, o tyle zwigkszong transkrypcj¢ tego lincRNA w zdrowe;j
tkance tarczycowej nie mozna wytlumaczy¢ oddziatywaniem C/EBP. Wiadomo jednakze, ze
regulacja ekspresji zachodzi na poziomie zwykle kilku TF wspotdziatajacych w
odpowiedniej dla danej tkanki konstelacji. Jest wigc mozliwe, ze dzialanie innego czynnika
transkrypcyjnego podlega zmianie poprzez niezidentyfikowany jeszcze wariant bedacy w LD
z 15944289. ldentyfikacja takich polimorfizméw wymagataby pelnego sekwencjonowania
PTCSC3 (eksony+introny) wraz z regionem promotora w odpowiednio licznej populacji
chorych 1 kontroli. W niniejszej pracy sekwencjonowano jedynie eksony PTCSC3 w zdrowej
tkance tarczycowej i tkance guza u 33 pacjentow z PTC. Wyniki tego przesiewowego
badania nie wykazaty obecnosci mutacji lub zmian MAF dla opisanych w bazie dbSNP
wariantow.

Zaobserwowana nadekspresja PTCSC3 w tkance niedotknigtej procesem
nowotworowym oraz silniejsza supresja w tkance guza u chorych noszacych allel ryzyka w
poréwnaniu z heterozygotami moze sugerowac, ze gen ten oprocz wiasciwosci supresora
posiada takze potencjal onkogenny. Mozliwe, ze stymulacja ekspresji PTCSC3 w zdrowej
tkance tarczycowej wplywa na ekspresje genow waznych w procesie nowotworowej
transformacji, podczas gdy jego silniejsza supresja w tkance TC wptywa na inny zestaw
genow istotnych dla wzrostu guza. Do tej pory scharakteryzowano co najmniej kilka genow
wykazujacych dziatanie zarowno anty- jak 1 pro-onkogenne, aczkolwiek udowodnienie takiej
roli dla PTCSC3 wymagatoby dalszych badan ukierunkowanych na funkcje tego genu w
tyreocycie [236-238].
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7. WNIOSKI

1.

W bliskim sasiedztwie (3.2 kb) polimorfizmu rs944289 zidentyfikowano nieznany
wczesniej lincRNA (PTCSC3) charakteryzujacy si¢ wysoka, tarczycowo-specyficzng
ekspresja. PTCSC3 1 rs944289 znajduja si¢ w 43 kb bloku genomowego DNA

wykazujacym nierbwnowage sprzezen.

Silna supresja transkrypcji PTCSC3 w tkance PTC 1 komorkach linii komoérkowych
PTC oraz hamowanie wzrostu tych ostatnich w odpowiedzi na przywrdcenie ekspresji

PTCSC3 sugeruje supresorowe dziatanie tego genu w PTC.

Poziom ekspresji PTCSC3 w tkance tarczycowej i tkance guza u chorych z PTC
wykazywat zalezno$¢ od genotypu rs944289. Transkrypcja PTCSC3 w tkance guza
byta silniej hamowana u chorych z allelem ryzyka (genotyp [TT]) w poréwnaniu z
heterozygotami. W tkance tarczycowej genotyp [TT] w pordwnaniu z genotypem

[CT] byt zwigzany z nieznacznie silniejszg ekspresjg PTCSC3.

SNP 1rs944289 znajduje si¢ w miejscu wigzacym czynniki transkrypcyjne C/EBPa i
C/EBPB. Allel ryzyka ostabia aktywacj¢ promotora PTCSC3 wyzwalang przez
C/EBPa 1 C/EBPp, co moze tlumaczy¢ mechanizm wptywu rs944289 na ekspresje
PTCSC3.
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8. STRESZCZENIE

Pomimo wzglednie silnej predyspozycji genetycznej do raka brodawkowatego
tarczycy (PTC) do tej pory odkryto zaledwie kilka wariantow zwigzanych z tym
nowotworem. Wydaje si¢, ze moze to mie¢ zwigzek z niska penetracja gendw
odpowiedzialnych za rozw¢j PTC. Tego typu transkrypty sa z natury trudne do wykrycia w
analizie sprzg¢zen ale mozna je wskaza¢ w badaniach asocjacyjnych. Badanie asocjacyjne
catego genomu dla DTC zidentyfikowalo dwa warianty polimorficzne (rs944289 1 rs965513)
zlokalizowane w regionach nie zawierajacych genow (odpowiednio 14q13.3 1 9q22.33).
Celem tej pracy bylo wyjasnienie mechanizmu, poprzez ktory polimorfizm rs94489
predysponuje do PTC.

Aby zidentyfikowaé potencjalne transkrypty zlokalizowane w locus 14ql13.3
przeprowadzono analize¢ danych zawartych w bazie znacznikow ekspresji (dbEST). W
bliskim sasiedztwie 1rs944289 opisano kilka EST, z ktorych tylko jeden (CB987890) zostat
wyizolowany z mieszaniny RNA z r6znych narzadow, w tym tarczycy. Analiza tkankowe;]
transkrypcji metodg RT-PCR wykazata, ze CB987890 charakteryzuje si¢ silng, tarczycowo-
specyficzng ekspresja. W celu okreslenia peinej struktury CB987890 zastosowano technike
RLM-RACE i northern blot. Wyniki tych eksperymentéw wykazaty, ze CB987890 sktada si¢
z 4 eksondéw o catkowitej dtugosci 1154 nukleotydow. Ten nowy gen nazwany Papillary
Thyroid Carcinoma Susceptibility Candidate 3 (PTCSC3) znajduje si¢ razem z rs944289 w
43 kb bloku genomowego DNA wykazujagcym nierownowage sprzgzen. SNP rs944289 jest
zlokalizowany w regionie promotora dla PTCSC3 (3.2 kb od eksonu 1). PTCSC3 posiada 95
aminokwasowg ramke odczytu oraz sekwencje sygnatowa dla poliadenylacji znajdujacy si¢
18 nukleotydow przed tancuchem poliA. Struktura eksonow 2, 3 i 4 pokrywa si¢ z mobilnymi
elementami LINE, SINE i LTR wskazujac na prawdopodobnie niekodujacy charakter
PTCSC3 (duzy migdzygenowy nieckodujacy RNA).

Ekspresja PTCSC3 w tkance PTC w porownaniu z tkanka tarczycowa nieobjeta
procesem nowotworowym byta silnie hamowana u wszystkich chorych wiaczonych do
badania (n=46; p=2.84x10"%). Aby oceni¢ wplyw allelu ryzyka na supresj¢ PTCSC3
analizowano wspotczynnik ekspresji w guzie do ekspresji w zdrowej tkance tarczycowe;.
Allel 1s944289[T] byl zwigzany z silniejszym hamowaniem transkrypcji PTCSC3 u
homozygot [TT] (n=21) w poroéwnaniu z heterozygotami [CT] (n=19) (p=0.004). W zdrowe;j
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tkance tarczycowej ekspresja PTCSC3 u homozygot [TT] (n=21) w poréwnaniu z
heterozygotami [CT] (n=19) byla nieznacznie wyzsza (p=0.034). Mata liczebno$¢ homozygot
[CC] (n=6) ograniczata warto$¢ analizy statystycznej dla tej grupy chorych.

Analiza bioinformatyczna wskazata, ze rs944289 jest zlokalizowany wewnatrz
konserwatywnej czesci miejsca wigzacego czynniki transkrypcyjne C/EBPa i C/EBPJ. Allel
ryzyka zmniejszat in silico wielko$¢ wplywu pozycji w macierzy (PWM). Obecno$¢
kompleksow C/EBPa i C/EBPP z DNA zawierajacym rs944289[C] zostata potwierdzona in
vitro w tescie opdznienia w zelu. Aby wykaza¢ efekt wywierany przez C/EBPa i C/EBPf na
aktywno$¢ promotora PTCSC3 zastosowano test podwojnej lucyferazy w komoérkach COS-7
(nie wykazujacych endogennej ekspresji C/EBPa i C/EBP). Zarowno C/EBPa (izoforma
p42) jak 1 C/EBPP (izoforma LAP*) stymulowaly promotor (odpowiednio p=0.0009 i
p=0.0014). Allel ryzyka [T] w poréwnaniu z allelem [C] redukowat aktywno$¢ generowanag
przez C/EBPa p42 1 C/EBPP (odpowiednio p=0.026 i p=0.048).

Analiza ekspresji PTCSC3 wykonana przy uzyciu RT-PCR w 18 liniach
komoérkowych TC wskazata na utrate transkrypcji tego genu w 14 liniach i bardzo silng
supresj¢ w pozostalych 4. Przywrécenie transkrypcji PTCSC3 w liniach TPC-1 1 BCPAP
hamowato wzrost komoérek (odpowiednio p=0.002 1 p=0.019) oraz wplywalo na ekspresje
genow majacych istotne znaczenie w patogenezie PTC. Analiza przeprowadzona przy uzyciu
oprogramowania Ingenuity Pathway Analysis wskazata, ze geny, ktorych ekspresja ulegta
zmianie w odpowiedzi na indukcje transkrypcji PTCSC3 sa odpowiedzialne za replikacje,
rekombinacje¢ 1 naprawg DNA, mobilno$¢ komorek, morfologie guza 1 Smier¢ komorki.

Reasumujac, dzigki danym uzyskanym w niniejszym badaniu zidentyfikowano
tarczycowo-specyficzny duzy niekodujacy miedzygenowy RNA gen (PTCSC3) znajdujacy
si¢ razem z predysponujagcym do DTC polimorfizmem rs944289 w 43 kb bloku
wykazujacym nierdéwnowage sprzezen. Allel ryzyka zmniejszatl aktywnos$¢ promotora dla
PTCSC3 generowang przez C/EBPa p42 i C/EBPp. Ekspresja PTCSC3 byta silnie hamowana
w tkance guza w pordwnaniu ze zdrowa tkanka tarczycowa, a allel ryzyka byl zwigzany z
najsilniejsza supresja PTCSC3. Przywrécenie ekspresji PTCSC3 w liniach komoérkowych
PTC wptywalo na ekspresj¢ genow zwigzanych z onkogeneza TC oraz hamowalo wzrost

komorek.
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9. SUMMARY

Despite a strong genetic component in the etiology of papillary thyroid carcinoma
(PTC) only few predisposing variants have been uncovered so far. This might be due to low
penetrance of the genes involved in PTC pathogenesis. Such genes are typically difficult to
detect by linkage analysis but can be revealed by association studies. A genome wide
association study (GWAS) of PTC pinpointed two independent SNPs predisposing to PTC
(rs944289 and rs965513) located in regions containing no annotated genes (14q13.3 and
9q22.33, respectively). The aim of this study was to elucidate the mechanism by which
polymorphism rs944289 predisposes to PTC.

To identify potential candidate genes in the 14q13.3 region in silico analysis of the
Expressed Sequence Tags database (dbEST) was performed. Several expressed sequence tags
were described in the close vicinity of rs944289. Only one (CB987890) was derived from
RNA from human organs including thyroid. The analysis of its transcription in multiple
human tissues indicated that CB987890 displays strong thyroid-specific expression. In order
to establish its full structure RNA Ligase Mediated Rapid Amplification of cDNA Ends
technique and northern blot analysis were applied. The results showed that CB987890
consists of 4 exons with a total length of 1154 bp. This novel gene that we named Papillary
Thyroid Carcinoma Susceptibility Candidate 3 (PTCSC3) is located in a 43 kb linkage
disequilibrium block also containing rs944289. The SNP rs944289 is located in the promoter
region of PTCSC3 (3.2 kb upstream of exon 1). PTCSC3 has a potential 95 amino acid open
reading frame and a polyadenylation signal sequence located 18 bp before a polyA tail. The
sequence of exons 2, 3 and 4 overlaps with LINE, SINE and LTR mobile elements
suggesting that PTCSC3 is probably a large non-coding intergenic RNA gene (lincRNA).

PTCSC3 transcription was strongly downregulated in tumor tissue compared with
unaffected thyroid in all PTC patients included in the study (n=46; p=2.84x10™'%). To assess
the impact of the risk allele on suppression of PTCSC3 fold changes in expression between
tumor and unaffected thyroid tissue were analyzed. The rs944289[T] allele was associated
with stronger downregulation of PTCSC3 when [TT] homozygotes (n=21) were compared
with heterozygous [CT] patients (n=19) (p=0.004), but in the comparison with the few
available homozygous [CC] subjects (n=6) the difference did not reach statistical significance

(p=0.110). The small sample size was a major limitation of this comparison. In adjacent
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unaffected thyroid tissue PTCSC3 expression was slightly higher in [TT] homozygotes
compared with [CT] heterozygotes (p=0.034).

Computational analysis showed that rs944289 is located within the conserved part of
the binding site for the CCAAT/enhancer binding proteins (C/EBP) a and . The risk allele
reduces a position weight matrix score (PWM) in silico. The presence of complexes of
C/EBPa and C/EBPp proteins with DNA containing rs944289[C] was confirmed in vitro by
an electrophoretic mobility shift assay. To investigate the effect of C/EBPa and C/EBPf on
the promoter activity, a dual luciferase assay in COS-7 cells (with no endogenous expression
of C/EBPa and C/EBPp) was employed. Both C/EBPa (isoform p42) and C/EBPJ (isoform
LAP*) activated the PTCSC3 promoter in reporter assays (p=0.0009 and p=0.0014,
respectively) and the risk allele [T] reduced the activation compared to the non-risk allele [C]
(p=0.026 and p=0.048, respectively).

The analysis of PTCSC3 expression performed by RT-PCR in 18 thyroid cancer cell
lines showed loss of expression in 14 cell lines and very strong suppression in the remaining
4. Restoration of PTCSC3 transcription in TPC-1 and BCPAP cell lines inhibited cell growth
(p=0.002 and p=0.019, respectively) and affected the expression of genes of major interest to
PTC. The Ingenuity Pathway Analysis showed that the transcripts dysregulated by PTCSC3
are involved in DNA replication, recombination and repair, cellular movement, tumor
morphology and cell death.

In conclusion, the data obtained in this study identified a thyroid-specific lincRNA
gene (PTCSC3) located in a linkage disequilibrium block with the polymorphism rs944289
that predisposes to PTC. The risk allele decreased PTCSC3 promoter activation by
weakening the binding affinity of the p42 C/EBPa and C/EBPf transcription factors.
PTCSC3 expression was significantly downregulated in tumor compared with unaffected
thyroid tissue, and the risk allele was associated with the strongest suppression of PTCSC3.
The restoration of PTCSC3 expression in PTC cell lines affected genes involved in thyroid

tumorigenesis and inhibited cell growth.
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