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STRESZCZENIE 

Wzrastający poziom zachorowań na nowotwory wątroby, który można obecnie 

zaobserwować u ludzi, jak również u zwierząt towarzyszących takich jak psy, skłania do 

podjęcia szczegółowych badań wyjaśniających ich molekularne podłoże. Indukcja oraz rozwój 

procesów nowotworowych zależy od wystąpienia specyficznych mutacji w danej tkance. W 

tym względzie również patogeneza raka wątroby może być związana z mutacjami w genach 

supresji nowotworowej lub w proto-onkogenach. 

Na podstawie analiz bazy danych przedstawionych przez Międzynarodowe Konsorcjum 

Genomu Raka, wykazano występowanie dużej liczby mutacji, których wpływ na rozwój raka 

nie został dotychczas dokładnie zbadany. Sekwencjonowanie DNA wyizolowanego z próbek 

wątroby objętych procesem nowotworowym, dostarczyło nowych informacji na temat 

występujących mutacji w różnych genach, w tym zidentyfikowanych w znacznej liczbie w 

proto-onkogenie BRAF (ang. B-Raf proto-oncogene, serine/threonine kinase). Z danych 

literaturowych wiadomo, że mutacje somatyczne genu BRAF związane są dużej mierze z 

rozwojem wielu nowotworów różnych narządów i tkanek w tym m.in. raka tarczycy, jajnika, 

płuc, jelita grubego oraz czerniaka.  

Białko kodowane przez ten gen jest jednym z kluczowych komponentów szlaku 

sygnałowego kinaz białkowych aktywowanych mitogenami/kinaz regulowanych sygnałem 

zewnątrzkomórkowym (ang. mitogen-activated protein kinases/extracellular signal-regulated 

kinases, MAPK/ERK). Ten szlak sygnałowy nadzoruje wiele różnych procesów komórkowych, 

w tym proliferację, różnicowanie, apoptozę oraz odpowiedź na stres. Najczęściej występującą 

mutacją, powodującą silną aktywację tej ścieżki, a w konsekwencji też rozregulowanie 

podstawowych funkcji w komórce, jest BRAF V600E. Ze względu na to, że mutacja ta została 

po raz pierwszy wykryta w próbkach pobranych od pacjentów z rakiem wątroby, zbadaliśmy 

wpływ BRAF V600E na zmiany w funkcjonowaniu hepatocytów z zastosowaniem modelu 

badań in vitro. W szczególności głównym celem pracy było określenie wpływu nowych mutacji 

genu BRAF na proces złośliwej transformacji komórek wątroby, oraz wskazanie genów 

deregulowanych i potencjalnych szlaków z nimi związanych. Ponadto, przeprowadziliśmy 

analizę funkcjonalną innych zidentyfikowanych mutacji BRAF, takich jak D594A, L537M i 

E648G, które są zlokalizowane w domenie białkowej o aktywności kinazy. 

W uzyskanych wynikach wykazano, że podobnie jak w przypadku innych typów 

nowotworów, mutacja BRAF V600E silnie aktywuje ścieżkę MAPK/ERK, co znacząco 

wpływa na procesy związane z migracją, proliferacją komórek oraz na fazy cyklu 

komórkowego. Ponadto sekwencjonowanie transkryptomu komórek linii THLE-2 z wywołaną 

nadekspresją białka BRAF zawierającego mutację V600E pozwoliło zidentyfikować wiele 

genów (np. BMP6, IL1B, TBX21, MMP10, SERPIND1) o zmienionej ekspresji, jak również 



scharakteryzować ich wpływ na główne szlaki molekularne. Natomiast w badaniach 

funkcjonalnych innych mutacji BRAF (D594A, L537M i E648G) nie stwierdzono patogennego 

wpływu na komórki wątroby w przyjętym modelu in vitro, w tym brak aktywacji ścieżki 

MAPK/ERK, jak również brak wpływu na proliferację i migrację komórek.  

Badanie mutacji genomu i określenie ich wpływu na procesy i funkcje komórkowe ma 

kluczowe znaczenie dla odkrycia molekularnych mechanizmów rozwoju raka wątroby. 

 

 

WSTĘP 

Wieloletnie badania nad genomem raka i mechanizmem jego powstawania pozwoliły 

na zidentyfikowanie różnych mutacji w DNA, które są związane z procesem powstawania 

nowotworu. Bieżące dane wskazują, że nowotwory są obecnie drugą w kolejności przyczyną 

śmierci ludzi na świecie, co więcej liczba ta stale rośnie [131]. Dalsze kompleksowe badania 

nad fenotypem komórek nowotworowych powinny być uznane jako jeden z głównych celów 

współczesnych nauk biologicznych i medycznych [53]. Progresja nowotworu jest związana z 

nagromadzeniem się licznych zmian genetycznych i epigenetycznych powodujących 

dysfunkcję podstawowych procesów w komórkach [129]. Mutacje somatyczne pojawiające się 

w komórkach spontanicznie są między innymi wynikiem błędów w mechanizmach naprawy 

DNA w trakcie jego replikacji [2]. Ponadto występuje wiele różnych czynników 

zwiększających ich ryzyko w komórkach takich jak, zawarte w dymie tytoniowym 

nitrozoaminy, aflatoksyny, formaldehyd, chlorek winylu, promieniowanie jonizujące, 

ultrafioletowe, X, gamma, rodniki tlenowe, alkohol, czy też infekcje wirusowe oraz  bakteryjne 

[15, 52, 60, 67, 103]. 

Mutacje w proto-onkogenach mogą powodować ich przekształcenie w formę onkogenu. 

Proto-onkogeny należą do grupy genów biorących udział w regulacji wielu procesów, w tym 

podziału komórkowego, kontrolowaniu proliferacji oraz apoptozy [18, 53]. Inną ważną grupą 

są geny supresji nowotworowej zaangażowane w regulację cyklu komórkowego oraz 

zapobieganie wzrostowi nowotworu [37, 41]. Mutacje w obrębie tych genów mogą powodować 

funkcjonalne zmiany na poziomie białek [65]. 

Wyniki badań przedstawione w bazach danych Międzynarodowego Konsorcjum 

Genomu Raka, Atlasu Genomu Raka (ang. the Cancer Genome Atlas) oraz w Projekcie 

Genomu Raka (ang. the Cancer Genome Project) wykazały liczne zmiany strukturalne i 

funkcjonalne w genomie komórek nowotworowych [34]. Przedstawione dane nie zawsze w 

pełni wyjaśniają znaczenie zidentyfikowanych mutacji, co jest przesłanką uzasadniającą dla 

dalszych badań, pozwalających opisać charakterystykę wpływu tych mutacji na rozwój choroby 

nowotworowej.  



Obecnie obserwowana jest wzrastająca liczba przypadków zaburzeń funkcjonowania 

wątroby, co jest również związane z wysoką śmiertelnością sięgającą 2 milionów zgonów 

rocznie na świecie [118]. Wśród nowotworów tego organu, najczęściej występującym jest 

pierwotny nowotwór wątroby, wywodzący się z hepatocytów rak wątrobowokomórkowy 

(HCC) oraz rak wewnątrzwątrobowych dróg żółciowych (iCCA), pochodzący z komórek 

nabłonka dróg żółciowych (cholangiocytów) [137]. Około 10% nowotworów wątroby dotyczy 

iCCA, natomiast 90% odnosi się do HCC [106]. Częstość występowania nowotworów wątroby 

jest czterokrotnie wyższa u mężczyzn niż u kobiet. Najwyższa zachorowalność występuje w 

Azji i Afryce, znacząco niższa jest w Europie i Ameryce Północnej, jednakże wykazuje 

intensywną tendencje wzrostową [32, 93]. Ponadto, HCC jest problemem klinicznym nie tylko 

wśród ludzi, ale również dotyczy psów, kotów, bydła, owiec i świń [7, 36, 79, 87].  

Prowadzone badania nad genomem raka pozwoliły zidentyfikować mutacje w genach, 

które powodują rozwój choroby nowotworowej. Jednym z najczęściej występujących 

zmienionych genów w różnych typach raka jest P53 (ang. tumor protein p53) [8, 9]. Białko to 

określane jest strażnik genomu i odgrywa kluczową rolę w regulacji wielu podstawowych 

procesów komórkowych, związanych z cyklem komórkowym, w tym transkrypcją, naprawą 

DNA i apoptozą [45]. Mutacje P53 zidentyfikowano w około 50% HCC wywołanego 

aflatoksyną i w 28–42% HCC, które nie były wywołane jej działaniem. Ponadto zmiany w 

sekwencji P53 stwierdzono w 45% HCC związanym z HBV i 13% HCC z HCV [78]. Mutacje 

promotora TERT (ang. telomerase reverse transcriptase) zidentyfikowano w około 90% HCC 

[78]. Prawie wszystkie mutacje (95%) TERT dotyczą miejsca 124G>A, przez co powstają nowe 

sekwencje konsensusowe dla wiązania czynników transkrypcyjnych. To z kolei silnie zwiększa 

aktywność promotora [102]. TERT reguluje długość życia komórek somatycznych, natomiast 

w komórkach nowotworowych wiąże się z nieograniczoną ich proliferacją [10, 78]. Ponadto, 

mutacje w CTNNB1 (ang. catenin beta 1) oraz ARID1A i ARID2 (ang. AT-rich interaction 

domain 1A and 2), AXIN1 (ang. axin 1), NFE2L2 (ang. nuclear factor, erythroid 2 like 2) RB1 

(ang. RB transcriptional corepressor 1) są często spotykane w HCC [105, 110, 138].  

Właściwa regulacja procesów komórkowych ma kluczowe znaczenie dla utrzymania 

ich prawidłowych funkcji, homeostazy między sygnałami zewnątrzkomórkowymi a 

wewnętrzną odpowiedzią na bodźce. Jednym z głównych szlaków sygnałowych regulujących 

wiele procesów komórkowych jest ścieżka sygnalizacyjna MAPK/ERK (ang. mitogen-

activated protein kinases/extracellular signal-regulated kinases), odpowiedzialna za 

proliferację, różnicowanie, apoptozę komórek, czy też odpowiedź na stres [136]. Aktywatorami 

tej ścieżki mogą być zewnątrzkomórkowe sygnały takie jak czynniki wzrostu, cytokiny czy też 

hormony [66]. W skład szlaku wchodzą: RAS (HRAS, KRAS i NRAS) jako małe białka G oraz 

kinazy białkowe RAF (ARAF, BRAF, CRAF), MEK (MEK1 i MEK2) i ERK (ERK1 i ERK2) 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/telomerase-reverse-transcriptase


(rycina 1) [76]. Aktywacja ścieżki następuje poprzez interakcję między ligandem a 

transbłonowym receptorem np. RTK (ang. receptor tyrosine kinase), EGFR (ang. epidermal 

growth factor receptor), czy też GPCR (ang. G protein-coupled receptor). Takie oddziaływanie 

aktywuje RAS poprzez zastąpienie GDP na GTP [23]. Następnie, GTP związany z RAS 

rekrutuje i aktywuje BRAF, który z kolei aktywuje MEK1/2 poprzez fosforylację reszt seryny 

[76]. Aktywny MEK1/2 fosforyluje reszty treoniny i tyrozyny w strukturze ERK1/2, powodując 

jego aktywację oraz translokacje do jadra komórkowego, gdzie następnie promuje ekspresję 

docelowych genów np. Elk-1 (ang. ETS transcription factor ELK1) i c-Fos (ang. Fos proto-

oncogene) [56]. 

 

Rycina 1. Schemat ścieżki sygnalizacyjnej MAPK/ERK. Wiązanie mitogenów lub czynników 

wzrostu do receptorów GPCR lub RTK aktywuje receptor i prowadzi do rekrutacji białka adaptorowego 

Grb2 (ang. growth factor receptor-binding protein 2) i SOS (ang. son of sevenless). RAS aktywuje 

kolejne białka szlaku sygnałowego, w efekcie czego następuje aktywacja przez ERK1/2 genów 

docelowych w jądrze komórkowym [56]. 

 

Mutacje białek, będących składowymi szlaku MAPK/ERK przyczyniają się do 

powstania wielu typów nowotworów [35]. Najczęściej aberracje w obrębie tej ścieżki dotyczą 

genów KRAS i BRAF. Około 30% wszystkich typów raka dotyczy genu KRAS, podczas gdy dla 

BRAF jest to 8% [136]. U ludzi białko BRAF składa się z 766 aminokwasów i jest kodowane 

przez gen zlokalizowany na chromosomie 7 (7q34). BRAF należy do rodziny serynowo-

treoninowych kinaz białkowych RAF i jest kluczowym składnikiem szlaku sygnałowego 

MAPK/ERK [24, 68]. W strukturze BRAF wyróżniono trzy wysoce konserwatywne regiony: 

CR1, CR2 i CR3 (ang. conserved regions 1, 2, and 3) (rycina 2). CR1 (aminokwasy 120-280) 

zlokalizowana jest w rejonie N-końca i określana jest jako domena samoregulująca. CR1 



zawiera domenę wiążącą RAS – RBD (ang. RAS-binding domain), która oddziałuje z białkiem 

RAS oraz bogatą w cysteinę domenę CRD (ang. cysteine-rich domain), wiążącą dwa jony 

cynku [61, 130]. CR2 jest domeną bogatą w serynę/treoninę z miejscem wiązania białka 

regulatorowego 14-3-3, które stabilizuje nieaktywny stan BRAF [108]. Ponadto CR2 jest 

elastycznym łącznikiem między CR1 i CR3. Region CR3 (aminokwasy 457-717) znajduje się 

na C-końcu i jest domeną o aktywności kinazy, zawierającym segment aktywacyjny oraz 

miejsce wiązania ATP (pętla P) [130]. Segment aktywacyjny rozpoczyna się od 

konserwatywnej ewolucyjnie sekwencji aminokwasów takich jak kwas asparaginowy (D), 

fenyloalanina (F) i glicyna (G) [119, 128]. W nieaktywnej konformacji motyw DFG i bogata w 

glicynę pętla P są stabilizowane przez oddziaływania hydrofobowe, uniemożliwiając dostęp do 

miejsca katalitycznego. Aktywacja BRAF wywołana przez fosforylację segmentu 

aktywacyjnego, w której pośredniczy RAS, powoduje rozerwanie oddziaływań 

hydrofobowych, co z kolei otwiera dostęp dla ATP i MEK1/2 do miejsca katalitycznego [66]. 

 

 

 

Rycina 2. Struktura białka RAF. A) Aktywacja białka RAF przez wiązanie z RAS. Interakcja między 

pętlą GRL (ang. glycine-rich loop) a segmentem aktywacyjnym utrzymuje białko w nieaktywnej 

konformacji. B) Ufosforylowana (aktywna) struktura białka RAF. Białko to składa się z domeny 

regulatorowej, obejmującej CR1 i CR2 oraz domeny o aktywności kinazy, w skład której wchodzi CR3 

[81]. 

 

Zmiany w sekwencji BRAF należą do jednych z najczęstszych mutacji występujących 

w obrębie białek ścieżki MAPK/ERK. Na podstawie mechanizmów sygnalizacyjnych i cech 

biochemicznych mutacje BRAF podzielono na trzy klasy (rycina 3) [109, 142]. W ludzkim 

genomie większość mutacji zlokalizowana jest w eksonie 15, w domenie o aktywności 

katalitycznej [113]. Około 90% wszystkich mutacji BRAF dotyczy substytucji tyminy (T) na 



adenozynę (A) w 1799 nukleotydzie. Powoduje to zastąpienie waliny (V) kwasem 

glutaminowym (E) w kodonie 600 (V600E) [66]. Występuje również zamiana waliny przez 

inne aminokwasy takie jak lizyna (K), kwas asparaginowy (D), arginina (R) i metionina (M) 

[142]. W trakcie przenoszenia sygnału BRAF WT (ang. wild type) działa jako dimer, podczas 

gdy mutacje klasy I powodują, iż działa aktywnie jako monomer. Mutacja V600E powoduje 

zmianę położenia helisy αC i destabilizację regionu aktywacji [82, 125]. Co ważne, mutacja 

BRAF V600E powoduje wysoką aktywację kinazy i konstytutywną transdukcję sygnału w 

sposób niezależny od RAS [88]. W konsekwencji prowadzi to do intensywnej proliferacji 

komórkowej i zaburzeniem mechanizmów apoptozy [48]. 

Rycina 3. Transdukcja sygnału w obrębie ścieżki sygnałowej MAPK/ERK w zależności od klasy 

mutacji BRAF. Mutacje BRAF klasy I dotyczą kodonu 600. Białko BRAF działa jako monomer w 

sposób niezależny od RAS, powodując wysoką aktywację kinazy. BRAF z mutacjami klasy II tworzy 

konstytutywny dimer i informacja jest przekazywana niezależnie od RAS. Mutacje BRAF klasy III 

zaburzają lub wyłączają zdolność do fosforylacji. Wówczas BRAF tworzy heterodimer z CRAF i sygnał 

jest przekazywany zależnie od RAS [142].  

 

Mutacje BRAF należące do klasy II zlokalizowane są w pętli P: G464, G469 oraz w 

segmencie aktywacyjnym: L597, K601 (rycina 3) [142]. Podobnie jak w przypadku mutacji 

klasy I, szlak sygnałowy MAPK/ERK jest aktywowany niezależnie od stymulacji zewnętrznej 

(bez udziału RAS), jednakże w tym przypadku BRAF tworzy formę dimeru i wzmaga 

aktywność kinazy, która jest niższa niż w przypadku mutacji klasy I [120].   



 Główną cechą odróżniającą mutacje klasy I i II od tych należących do klasy III jest to, 

iż te ostanie powodują wyłączenie aktywności kinazy lub jej znaczne osłabienie. Sygnał jest 

przekazywany przez działanie heterodimeru BRAF/CRAF w sposób zależny od RAS (rycina 

3) [39]. Mutacje klasy III są zlokalizowane w kodonie G466 (pętla P), N581 (pętla katalityczna) 

oraz w motywie DFG: D594 i G596 [142]. Badania z zastosowaniem mysiego modelu 

czerniaka wykazały, iż wzmożona aktywacja szlaku następuje w przypadku BRAF D594 i przy 

jednoczesnej obecności mutacji RAS [59].  

 Zmiany w obrębie genu BRAF powodują progresję wielu różnych nowotworów. 

Zgodnie z danymi przedstawionymi przez ICGC dotychczas zidentyfikowano 155 mutacji o 

potencjalnie wysokim wpływie pro-nowotworowym oraz 37 mutacji istotnych klinicznie. 

Większość z nich zlokalizowana jest w domenie o aktywności kinazy [5]. Mutacje somatyczne 

BRAF występują w 60% czerniaków i nowotworów tarczycy, raku jajnika (27%), w raku jelita 

grubego (15%) oraz w 5–8% przypadkach niedrobnokomórkowego raka płuc [21, 25, 72]. 

Sekwencjonowanie DNA z wyizolowanego z 300 tkanek raka wątroby: 268 HCC, 24 ICC i 8 

obu typów (HCC/ICC), pozwoliło zidentyfikować nowe mutacje genu BRAF. BRAF V600E i 

BRAF D594A są znanymi mutacjami w różnych typach raka, jednakże po raz pierwszy zostały 

zidentyfikowane w przypadku pierwotnego raka wątroby. Mutacje BRAF E648G i BRAF 

L537M są zmianami nowoodkrytymi.  

 

 

HIPOTEZY BADAWCZE 

 

W badaniach przyjęto następujące hipotezy badawcze:  

 

 Mutacje w genie BRAF (D594A, V600E, L537M i E648G) są czynnikiem 

stymulującym złośliwą transformację hepatocytów oraz progresję raka wątroby. 

 Mutacje w genie BRAF (D594A, V600E, L537M i E648G) indukują zaburzenia w 

obrębie szlaku sygnałowego MAPK/ERK. 

 Zaburzone funkcjonowanie szlaku sygnałowego MAPK/ERK indukuje znaczące 

rozregulowanie procesów biologicznych w hepatocytach co jest związane ze zmianą 

profilu ekspresji genów. 

 

 

CELE BADAWCZE 

 

Postawiono następujące cele badawcze:  

 



 Określenie wpływu wybranych mutacji BRAF (D594A, V600E, L537M i E648G) na 

proces złośliwej transformacji hepatocytów oraz ich funkcjonalnej charakterystyki.  

 Zbadanie wpływu ścieżki sygnałowej MAPK/ERK z mutacjami BRAF na zmiany w 

ekspresji genów komórek linii THLE-2.  

 

 

MATERIAŁY I METODY 

 

Linie komórkowe  

Komórki linii THLE-2 (CRL-2706™; linia komórek pochodząca z pierwotnych, 

normalnych, ludzkich komórek wątroby) zostały zakupione z ATCC (American Type Culture 

Collection Manassas, VA, USA). Komórki hodowano w pożywce LHC-8 (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, USA) suplementowanej w 10% FBS (EURx, Gdańsk, Polska),  

5 ng/ml EGF (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), 70 ng/ml fosfoetanoloaminy 

(Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) i 100 jednostek/ml penicyliny/streptomycyny (Lonza, 

Bazylea, Szwajcaria). Komórki utrzymywano w standardowych warunkach: 37°C z 5% 

zawartością CO2, w wilgotnej atmosferze w inkubatorze Heracell 150i (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, USA).  

Komórki linii HEK293 (ang. human embryonic kidney 293 cell line) zakupiono z ATCC 

(CRL-1573™) i hodowano w pożywce DMEM z dodatkiem 4,5 g/l glukozy (Lonza, Bazylea, 

Szwajcaria), 10% FBS i 100 jednostek/ml penicyliny/streptomycyny (Lonza, Bazylea, 

Szwajcaria). Komórki HEK293 utrzymywano w standardowych warunkach hodowlanych.  

 

Przygotowanie plazmidu ekspresyjnego zawierającego FLAG-tagged BRAF 

W celu określenia wpływu wybranych mutacji BRAF na rozwój raka wątroby 

stworzono plazmid zawierający sekwencję kodującą BRAF, znakowaną FLAG. Protokół 

obejmował kilka etapów. Sekwencja kodująca BRAF (NCBI: NM_004333.5) była 

amplifikowana poprzez RT-PCR. Następnie została zwielokrotniona z wykorzystaniem 

polimerazy o wysokiej wierności amplifikacji (PrimeSTAR Max DNA Polymerase; TaKaRa, 

Shiga, Japonia). Do reakcji użyto specjalnych starterów, które umożliwiły syntezę docelowego 

produktu wraz z sekwencjami flankującymi, które zawierały miejsca cięcia enzymami 

restrykcyjnymi. Przygotowana i oczyszczona wstawka oraz plazmid N-Terminal p3XFLAG-

CMV (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) zostały poddane cięciu przez enzymy 

restrykcyjne: HindIII i XbaI (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) w celu 

otrzymania lepkich końców. W dalszym etapie przeprowadzono ligację z wykorzystaniem 

zestawu Anza™ T4 DNA Ligase Master Mix (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) 

zgodnie z instrukcją dostarczoną przez producenta. Kompetentne komórki 5-alpha Escherichia 



coli (New England BioLabs, Ipswich, MA, USA) transformowano poprzez technikę szoku 

termicznego w celu namnożenia uzyskanego plazmidu. Komórki bakteryjne z pojedynczych 

kolonii zebranych z płytek agarowych z dodatkiem ampicyliny (100 µg/mL; A&A 

Biotechnology, Gdynia, Poland) namnożono w płynnej pożywce LB z dodatkiem antybiotyku. 

Następnie plazmidy zostały wyizolowane oraz poddane sekwencjonowaniu metodą Sangera 

(Genomed, Warszawa, Polska) w celu weryfikacji wklonowanej sekwencji kodującej białko 

BRAF. Mutacje BRAF (D594A, V600E, L537M i E648G) zostały wygenerowane w kolejnym 

etapie za pomocą ukierunkowanej mutagenezy z użyciem zestawu QuikChange II Site-Directed 

Mutagenesis Kit (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) zgodnie z protokołem 

dostarczonym przez producenta. Plazmidy poddano sekwencjonowaniu Sangera w celu 

potwierdzenia czy wybrane mutacje BRAF zostały prawidłowo wprowadzone.  

 

Transfekcja komórek  

W celu określenia roli wybranych mutacji BRAF, komórki linii THLE-2 i HEK293 były 

transfekowane plazmidem ekspresyjnym N-Terminal p3XFLAG-CMV zawierającym 

sekwencję kodującą białko BRAF z następującymi wariantami: BRAF WT, BRAF V600E, 

BRAF D594A, BRAF L537M, and BRAF E648G. Ponadto komórki transfekowano plazmidem 

bez sekwencji kodującej BRAF (EM) w celu sprawdzenia czy nie ma on cytotoksycznego 

wpływu na funkcjonowanie badanych komórek. Do transfekcji zastosowano odczynnik X-

tremeGENE™ HP DNA Transfection Reagent (Roche, Mannheim, Niemcy). Komórki w 

zależności od dalszej analizy były transfekowane na płytkach 6- lub 24-dołkowych zgodnie z 

instrukcją dostarczoną przez producenta.  

 

Western blotting 

 Analiza ekspresji białek wyizolowanych z transfekowanych komórek była określona za 

pomocą techniki western blotting. Białko ekstrahowano z komórek THLE-2 i HEK293 za 

pomocą buforu do lizy T-PER Tissue Protein Extraction Reagent (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA Scientific) z dodatkiem inhibitora proteaz cOmplete™ Protease Inhibitor 

Cocktail (Roche, Mannheim, Germany). Następnie oszacowano stężenie białka za pomocą 

zestawu Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). 

Absorbancja była mierzona przy długości fali λ=562 nm przy użyciu czytnika Synergy LX 

multi-mode reader (BioTek, Winooski, VT, USA). Elektroforezę przeprowadzono w żelu 4-

15% Mini-PROTEAN TGX Gels (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) przy stałym napięciu 

wynoszącym 120V przez około 1 godz. Rozdzielone białka przeniesiono na membranę PVDF 

(Millipore, Burlington, MA, USA) przy użyciu transferu mokrego, stosując stałe natężenie 

prądu wynoszące 150 mA przez 1,5 godz. dla jednego żelu lub 200 mA przez 2 godz. dla dwóch 

żeli. Następnie membrana była blokowana z wykorzystaniem 5% roztworu odtłuszczonego 



mleka w TBST (ang. Tris-buffered saline with Tween 20, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, 

USA) oraz poddana całonocnej inkubacji w temp. 4°C z następującymi przeciwciałami 

pierwszorzędowymi: Anti-Flag M2 (BRAF), ERK1/2 (C-9) lub phospho-p44/42 MAPK 

(Erk1/2). W kolejnym etapie membrana była inkubowana z przeciwciałami drugorzędowymi 

sprzężonymi z HRP (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA). Białka wizualizowano stosując 

odczynniki do detekcji chemiluminescencji (Amersham ECL Western Blotting Analysis 

System; GE Healthcare, Chicago, IL, USA) za pomocą czytnika ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad, 

Hercules, CA, USA). Gęstość prążków oceniono za pomocą oprogramowania ImageJ [4] i 

zaprezentowano jako wykres słupkowy określający względny poziom białka (krotność zmiany) 

względem gęstości prążków FLAG (BRAF).  

 

Test gojenia rany (wound healing assay)  

Do oceny zmian migracji komórek THLE-2 po transfekcji plazmidami zawierającymi 

mutacje BRAF zastosowano test gojenia ran. Po 6 godz. od transfekcji na pojedynczej warstwie 

komórek rosnących na płytce 6-dołkowej wykonano rysę. Komórki zostały utrwalone po 72 

godz. za pomocą 4% roztworu PFA (ang. paraformaldehyde, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, 

USA) w PBS przez 15 min. Następnie komórki poddano barwieniu kontrastowemu z 

wykorzystaniem roztworu eozyny Y (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) przez 2 minuty 

w temperaturze pokojowej. Komórki były fotografowane z wykorzystaniem mikroskopu 

świetlnego i liczone przy użyciu oprogramowania ImageJ [4].  

 

Test proliferacji komórkowej (WTS-1 test)  

 Wpływ wybranych mutacji BRAF na proliferację komórek badano przy użyciu 

odczynnika Cell Proliferation Reagent WST-1 (Roche, Mannheim, Niemcy) zgodnie z 

instrukcją dostarczoną przez producenta. Komórki, transfekowane plazmidem ekspresyjnym 

zawierającym BRAF z badanymi mutacjami, były poddane testowi po 24 godz. od transfekcji. 

Komórki THLE-2 inkubowano z odczynnikiem WST-1 przez 0,5 godz., a następnie mierzono 

absorbancję przy długości fali λ=440 nm za pomocą czytnika Synergy LX (BioTek, Winooski, 

VT, USA).  

 

Analiza cyklu komórkowego  

Komórki linii THLE-2 poddano analizie zmian cyklu komórkowego po 48 godz. od 

transfekcji. Komórki zebrano i utrwalono w 70% metanolu, a następnie zawieszono w PBS 

zawierającym 25 µg/mL RNazy A (A&A Biotechnology, Gdynia, Poland), 50 µg/mL jodku 

propidyny (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) oraz 1% BSA (Sigma-Aldrich, Saint Louis, 

MO, USA). Następnie komórki inkubowano przez 30 min. w ciemności i poddano analizie przy 



użyciu cytometru CytoFLEX (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) z oprogramowaniem 

CellQuest. Dalsza analiza była przeprowadzona z wykorzystaniem programu ModFit LT 4.1 

(Verity Software House, Topsham, ME, USA).  

 

Sekwencjonowanie nowej generacji  

Sekwencjonowaniu poddano RNA wyizolowane za pomocą RNA extraction kit 

NucleoSpin RNA (Macherey-Nagel, Düren, Germany) z komórek THLE-2 transfekowanych 

plazmidami: 1) p3XFLAG-CMV (plazmid bez wstawki), 2) p3XFLAG-CMV + BRAF WT, 3) 

p3XFLAG-CMV + BRAF V600E. Sekwencjonowanie zostało wykonane przez BGI Genomics 

(Shenzhen, Chiny). Otrzymane wyniki były walidowane poprzez przeprowadzenie reakcji 

odwrotnej transkrypcji na tym samym materiale RNA, który został użyty do reakcji 

sekwencjonowania. Do RT-PCR zastosowano zestaw NG dART RT kit (EURx, Gdańsk, 

Poland). Następnie, w celu określenia ekspresji genów przeprowadzono real-time PCR (qPCR) 

z użyciem RT HS-PCR Mix SYBR® C (A&A Biotechnology, Gdynia, Poland) dla dziesięciu 

wybranych genów. Wyniki były normalizowane do najbardziej stabilnego genu referencyjnego, 

jakim był B2M (ang. beta-2-microglobulin).  

 

Analiza sekwencji  

Fragment rejonu o aktywności kinazy BRAF został porównany w celu określenia 

zachowania ewolucyjnego sekwencji pomiędzy różnymi gatunkami. Do analizy zastosowano 

sekwencje aminokwasową BRAF następujących organizmów: Homo sapiens (NP_004324.2), 

Mus musculus (XP_011239439.2), Bos taurus (XP_024846960.1), Danio rerio 

(NP_001311445.1) i Xenopus tropicalis (XP_031754392.1). W nawiasach podano sekwencje 

referencyjne bazy danych NCBI (ang. National Center for Biotechnology Information). 

Porównanie zostało wykonane przy użyciu programu PRALINE [64]. 

 

Analiza ścieżek molekularnych  

Wyniki uzyskane z sekwencjonowania BGI RNA-Seq poddano dalszej analizie za 

pomocą oprogramowania QIAGEN Ingenuity Pathway Analysis (QIAGEN IPA) 

dostarczonego przez Ingenuity Systems [6]. Analiza wyników była wykonana przy 

zastosowaniu korekty Benjamini-Hochberg oraz z użyciem oprogramowania Cytoscape 3.1.0  

z rozszerzeniem ClueGO 2.5.7 [31].  

 

In silico analiza regionu promotora  

Miejsca wiązania potencjalnych czynników transkrypcyjnych w promotorach 

wybranych genów analizowano przy użyciu oprogramowania AliBaba2.1 [1, 12] i Eukaryotic 

Promoter Database [2].  



Analiza statystyczna 

Analizę statystyczną otrzymanych danych przeprowadzono za pomocą 

oprogramowania GraphPad PRISM w wersji 6 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). 

Wpływ pojedynczych mutacji analizowano za pomocą jednoczynnikowej analizy wariancji 

(ANOVA), z zastosowaniem korekty Bonferroniego. Przyjęto następujący poziom istotności 

statystycznej: *p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001. Dane przedstawiono w postaci wykresów 

słupkowych opartych na średnich ± SEM lub ± SD. Wykresy zostały wykonane za pomocą 

oprogramowania GraphPad PRISM 6 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). Mapowanie 

odczytów wykonano do genomu z adnotacjami do genów i transkryptów Homo sapiens hg38 

(GRCh38). Wartość ekspresji obliczono w odniesieniu do unikalnych zaliczeń, transkryptów 

przez milion odczytów ang. reads per kilobase of transcript per milion of map per reads 

(RPKM) - normalizacja wyników ekspresji. Porównanie statystyczne opierały się na 

wieloczynnikowej analizie wariancji opartej na ujemnym dwumianowym uogólnionym modelu 

liniowym. Do porównania między grupami zastosowano test Walda. Geny wykazujące 

zmienioną ekspresję z p <0,05 i ponad 1,5-krotnymi zmianami uznano za geny wykazujące 

istotną różnicę. Ponadto jako kryteria różnicujące geny o istotnie zmienionej ekspresji  przyjęto 

wartość współczynnika oczekiwanej proporcji błędów I rodzaju wśród wyników istotnych 

statystycznie (FDR) <0,05, krotność zmiany (FC)> 1,5 (zarówno podwyższona, jak i obniżona 

ekspresja ). 

 

 

WYNIKI 

 

Ewolucyjna analiza sekwencji BRAF  

Analiza sekwencji aminokwasów części segmentu aktywacyjnego zlokalizowanego w 

domenie kinazy BRAF wykazała wysoki wynik zachowania ewolucyjnego wśród badanych 

gatunków. Ponadto porównanie schematu kolorów przedstawione na rycinie 4 potwierdziło 

najbardziej konserwatywną ewolucyjnie sekwencję w miejscach mutacji BRAF (D594A, 

V600E, L537M, E648G) u wybranych organizmów. 

 



 

Rycina 4. Porównanie sekwencji aminokwasów BRAF pomiędzy kilkoma gatunkami ze 

wskazaniem miejsc występowania badanych mutacji. Analiza została wykonana dla gatunków: 

Homo sapiens, Mus musculus, Bos taurus, Danio rerio i Xenopus tropicalis za pomocą oprogramowania 

PRALINE. Wyniki są przedstawione zgodnie ze schematem kolorów. Najbardziej zachowane 

ewolucyjnie są przedstawione kolorem czerwonym.  

 

Poziom ekspresji białek  

Analiza ekspresji białek wykazała różnice w przewodzeniu sygnału w obrębie ścieżki 

sygnałowej MAPK/ERK w zależności od mutacji BRAF. W badaniu oceniano wpływ wybranej 

mutacji BRAF na aktywność kinazy (rycina 5). Poziom fosforylowanego białka ERK (P-ERK) 

w komórkach THLE-2 i HEK239 z nadekspresją BRAF V600E był podwyższony w 

porównaniu z kontrolą (BRAF WT), jednak wzrost P-ERK był wyższy w komórkach THLE-2. 

Ponadto obserwowano obniżenie poziomu P-ERK w komórkach THLE-2 i HEK239 z 

nadekspresją BRAF E648G i BRAF L537M. Poziom P-ERK dla komórek transfekowanych 

BRAF D594A był równy w porównaniu z BRAF WT w linii komórkowej THLE-2, podczas 

gdy w komórkach HEK293 był obserwowany na obniżonym poziomie. Ekspresja 

nieufosforylowanej formy ERK była równa we wszystkich badanych wariantach.  

 



 

Rycina 5. Poziom ekspresji białek z wykorzystaniem techniki western blotting. Ekspresja białek P-

ERK, FLAG (BRAF) i ERK w komórkach THLE-2 (A) i HEK293 (B) z nadekspresją plazmidów: 

p3XFLAG-CMV (EM), oraz zawierający wstawki: BRAF WT, V600E, E648G, L537M i D594A. 

Gęstość prążków określono za pomocą programu ImageJ [4]. Poziom ekspresji białka znormalizowano 

do FLAG (BRAF) i przedstawiono jako krotność zmiany (± SD). M - marker białkowy 10-245 kDa. 

 

Analiza migracji komórek 

Celem eksperymentu była ocena zdolności migracji komórek THLE-2 z nadekspresją 

mutantów BRAF. Wyniki pokazują, że migracja komórek była znacznie zwiększona w 

komórkach THLE-2 z nadekspresją BRAF V600E w porównaniu z kontrolą (BRAF WT). 

Poziom migracji komórek THLE-2 z nadekspresją BRAF D594A, BRAF L537M i BRAF 

E648G były porównywalny z kontrolą. Ponadto, nie zaobserwowano wpływu plazmidu EM 

(bez sekwencji kodującej BRAF) na zdolność do migracji komórek. Przerywane kreski 

wskazują obszar w którym wykonana była rysa. Wyniki przedstawiono jako zdjęcia wykonane 

mikroskopem świetlnym (rycina 6A) oraz w formie wykresu słupkowego (rycina 6B) 

przedstawiającego liczbę migrujących komórek.   

 



 

Rycina 6. Test migracji komórek linii THLE-2 z nadekspresją mutacji BRAF. A) Zdjęcia migracji 

komórek transfekowanych: BRAF WT, D594A, V600E, L537M, E648G oraz pustym plazmidem (EM). 

Skala: 200 μm. B) Wykres słupkowy przedstawiający liczbę migrujacych komórek (± SEM) dla 

wszystkich eksperymentalnych grup, n = 3, *** p <0,001. 

 

Ocena proliferacji komórkowej 

W badaniu określono rolę mutacji BRAF w procesie proliferacji komórkowej. Wyniki  

wskazują, że mutacja BRAF V600E znacząco zwiększyła proliferację hepatocytów w 

porównaniu z proliferacją komórek kontrolnych (BRAF WT). Nie zaobserwowano istotnego 

efektu w przypadku komórek z nadekspresją BRAF L537M, BRAF D594A i BRAF E648G. 

Podobnie, nadekspresja pustego plazmidu (EM) nie wpływała znacząco na zmiany w 

proliferacji komórek linii THLE-2 (rycina 7).  

 

Rycina 7. Wpływ nadekspresji mutacji BRAF na proliferację komórek THLE-2. Zaobserwowano 

istotny wzrost proliferacji komórek THLE-2 z nadekspresją BRAF V600E. Wyniki przedstawiono jako 

krotność zmian znormalizowanych względem proliferacji komórek kontrolnych (BRAF WT). Analizę 

statystyczną przeprowadzono za pomocą ANOVA z korekcją Bonferroniego, n = 3, *** p <0,001. 



Wpływ wybranych mutacji BRAF na zmiany w cyklu komórkowym  

Analiza cyklu komórkowego wykazała różnice w rozkładzie poszczególnych faz cyklu 

komórkowego (rycina 8). Uzyskano następujący procentowy rozkład faz: G1: 59,16%; S: 

33,23%, G2: 7,6% dla komórek THLE-2 z nadekspresją plazmidu bez wstawki (EM); G1: 

55,97%, S: 33,77%, G2: 10,26% dla komórek THLE-2 transfekowanych BRAF WT; G1: 

50,85%, S: 29,87%, G2: 19,28% dla komórek THLE-2 z nadekspresją BRAF V600E. 

Wykazano wzrost populacji G2 w komórkach z nadekspresją BRAF V600E (19,28%) w 

porównaniu z BRAF WT (10,26%). Doświadczenie było przeprowadzone w dwóch 

niezależnych powtórzeniach.  

 

Rycina 8. Rozkład faz cyklu komórkowego. Analiza FACS komórek THLE-2 z nadekspresją pustego 

plazmidu oraz plazmidu z sekwencją BRAF WT i BRAF V600E wykazała różnice w rozłożeniu faz 

cyklu komórkowego. Wykres słupkowy przedstawia procentowy rozkład faz dla poszczególnych grup. 

Wyniki eksperymentu wykonanego w dwóch powtórzeniach nie wykazały istotności statystycznej. 

 

 

Analiza sekwencjonowania transkryptomu (BGI RNA-Seq) 

 

Analiza genów o różnej ekspresji 

 

W wyniku analizy transkryptomu uzyskano grupę genów, których zmieniona ekspresja 

może być zależna od ścieżki MAPK/ERK zależnej od BRAF V600E. Na rycinie 9 

przedstawiono rozkład analizowanych próbek. Analiza głównych składowych (ang. principal 

component analysis, PCA) wskazuje na dużą powtarzalność między duplikatami.  



 

Rycina 9. Analiza głównych składowych (PCA). Rozłożenie punktów wskazuje na wysoką 

powtarzalność analizowanych próbek RNA. Punkty odnoszą się do próbek RNA wyizolowanych z 1) 

komórek THLE-2 transfekowanych plazmidem bez wstawki (czerwony), 2) komórek THLE-2 z 

nadekspresją BRAF WT (zielony), 3) komórek THLE-2 transfekowanych BRAF V600E (niebieski).  

 

Analiza transkryptomu wykazała wiele genów o zmienionej ekspresji (ang. 

differentially expressed genes, DEGs). W zestawieniu BRAF WT vs EM uzyskano 90 DEGs 

(22 z obniżoną ekspresją i 68 z podwyższoną ekspresją); w zestawieniu BRAF V600E vs EM 

uzyskano 270 DEGs (38 z obniżoną ekspresją i 323 z podwyższoną ekspresją); w zestawieniu 

BRAF V600E vs BRAF WT uzyskano 306 DEGs (95 z obniżoną ekspresją i 211 z 

podwyższoną ekspresją). Wyniki przedstawiono w postaci wykresu oraz tabeli (rycina 10).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rycina 10. Liczba genów o zmienionej ekspresji (DEGs) uzyskana w wyniku sekwencjonowania 

transkryptomu BGI RNA-Seq. Przyjęto wartość istotności statystycznej wynoszącej p-value cut-off 

0,1 z zastosowaniem korekcji Benjamini-Hochberga. 

 

 No. of differentially expressed genes 

Comparison Total no. Down-regulated Up-regulated 

WT vs EM 90 22 (24,4%) 68 (75.6%) 

V600E vs EM 270 38 (14%) 232 (86%) 

V600E vs WT 306 95 (31%) 211 (69%) 



 

Analiza transkryptomu wykazała 436 genów o istotnie różnej ekspresji we wszystkich 

warunkach eksperymentalnych. Liczbę DEGs rozdzieloną pomiędzy poszczególnymi 

zestawieniami przedstawiono w postaci diagramu Venna (rycina 11). Otrzymano 25 DEGs  

(5,7%) w zestawieniu BRAF WT vs EM; 100 DEGs (22,9%) w zestawieniu BRAF V600E vs 

EM i 87 DEGs (20%) w zestawieniu BRAF V600E vs BRAF WT.  

 

 
 

Rycina 11. Liczba genów o zmienionej ekspresji przedstawiona w postaci diagramu Venna. 

Analizowano trzy zestawienia: BRAF WT vs EM, BRAF V600E vs EM oraz BRAF V600E vs BRAF 

WT. Nakładające się części kół wskazują liczbę genów wspólnych dla poszczególnych grup.  

 

 

 

 Ponadto, zgrupowane geny zostały przedstawione w postaci heat-mapy (rycina 12). 

Kolumny przedstawiają próbki w zestawieniach (BRAF WT vs EM, BRAF V600E vs EM, 

BRAF V600E vs BRAF WT), podczas gdy w każdy wiersz reprezentuje pojedynczy gen. DEGs 

są zaznaczone kolorem niebieskim. Lista genów z najbardziej podwyższoną oraz z najbardziej 

obniżoną ekspresją jest przedstawiona w tabeli 1.  

 

 

 

 

 

 

 



 

Rycina 12. Heat-mapa wszystkich genów o zróżnicowanej ekspresji. Słupki po lewej stronie 

przedstawiają geny o istotnie zróżnicowanej ekspresji. Niebieski odcień skali wskazuje geny o 

największym poziomie zmian w badanych zestawieniach. BRAF i BRAFP1 (ang. BRAF pseudogen 1) 

są przedstawione jako niebieski słupek.  

 

Tabela 1. Lista genów o najbardziej podwyższonej oraz obniżonej ekspresji. Wyniki przedstawiono 

jako krotność zmian (ang. fold change) w zestawieniach BRAF V600E vs BRAF WT.    

Up-regulated Down-regulated 

BRAF V600E vs BRAF WT 

Gene Fold change Gene Fold change 

MMP10 4.847 CXCL10 -0.948 

TBX21 4.205 RSAD2 -0.855 

SERPIND1 2.823 CXCL11 -0.675 

COL5A3 2.600 CMPK2 -0.619 

ADAMTS18 2.338 CCL5 -0.557 

IL33 2.325 HSH2D -0.500 

BMP6 2.185 NT5C3A -0.488 

NTSR1 2.173 IFIT2 -0.449 

LRRC15 1.903 BATF2 -0.435 

TAGLN3 1.859 RTP4 -0.435 

ESM1 1.834 IFIT1 -0.429 

MMP9 1.809 IFIT3 -0.413 

SIGLEC15 1.741 USP18 -0.405 



ITGAX 1.716 GBP4 -0.400 

TRPV3 1.681 GMPR -0.400 

DIRAS3 1.625 SLC15A3 -0.391 

MMP1 1.569 C4orf33 -0.381 

IL13RA2 1.545 LGALS9 -0.377 

MMP3 1.493 TNFSF10 -0.376 

RCSD1 1.464 OASL -0.373 

TNFSF15 1.447 BST2 -0.371 

NOX5 1.445 GBP1 -0.362 

CHRNA9 1.287 MX2 -0.358 

EGR3 1.250 PSMB9 -0.352 

IL1B 1.233 HERC5 -0.342 

 

Walidacja wyników RNA-seq przy użyciu qPCR 

 Otrzymane wyniki potwierdziły kierunek zmian dla większości wybranych genów. 

Podobne zmiany ekspresji genów zostały stwierdzone dla następujących genów: BRAF, BMP6 

(ang. bone morphogenetic protein 6), CXCL11 (ang. C-X-C motif chemokine ligand 11), IL1B 

(ang. interleukin 1 beta), TBX21 (ang. T-box transcription factor 21), RSAD2 (ang. radical S-

adenosyl methionine domain containing 2), SERPIND1 (ang. serpin family D member 1). Dane 

otrzymane z RNA-seq wykazały, iż NEXN (ang. nexilin F-actin binding protein) i LCN2 (ang. 

lipocalin 2) wykazują obniżoną ekspresję, podczas gdy nie zostało to zaobserwowane stosując 

technikę qPCR. Ponadto, podwyższony poziom ekspresji MMP10 (ang. matrix 

metallopeptidase 10) otrzymano używając tych dwóch metod, jednakże nie był on na 

porównywalnym poziomie. W celu normalizacji ekspresji genów sprawdzono ekspresję dwóch 

genów: GAPDH (ang. glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) i B2M (ang. beta-2-

microglobulin. Ostatecznie, B2M został użyty jako gen referencyjny, ze względu na wysoką 

stabilność we wszystkich analizowanych próbkach (rycina 13).  



 

 

 

 

 

 

 



 

 

Rycina 13. Walidacja wyników otrzymanych z RNA-seq za pomocą qPCR. Analizę 

przeprowadzono dla 10 genów o różnej ekspresji. Czarne słupki przedstawiają wyniki uzyskane z RNA-

seq, szare zaś odpowiadają wynikom otrzymanych z qPCR. Wykresy przedstawione są jako średnie (± 

SEM) i zostały wykonane w dwóch powtórzeniach.  

 

 

 

 

 



Analiza ścieżek kanonicznych  

Geny o istotnie zróżnicowanej ekspresji zostały przypisane do ścieżek kanonicznych, w 

celu potencjalnej oceny ich wpływu na poszczególne procesy i funkcje komórki. Rycina 14 

przedstawia najbardziej rozregulowane ścieżki dla wszystkich badanych grup. Szczególnie 

biorąc pod uwagę zestawienie BRAF V600W vs BRAF WT można stwierdzić, iż do najbardziej 

zmienionych szlaków zalicza się sygnalizacja związana z interferonem, adhezją i diapedezą 

granulocytów i agranulocytów, hamowaniem działania metaloproteinaz macierzy, prezentacją 

antygenów, które są kluczowymi szlakami w regulacji odporności, stanów zapalnych, 

proliferacji i migracji komórek. Ponadto wskazano, na aktywację procesów związanych z 

patogenezą wątroby takich jak np. zwłóknienie wątroby.  

 

 

 

Rycina 14. Najbardziej rozregulowane ścieżki kanoniczne w badanych grupach.  

 



Analiza zmienionych ścieżek sygnałowych 

Geny o istotnie zróżnicowanej ekspresji w zestawieniu BRAF V600E vs BRAF WT 

poddano analizie bioinformatycznej tzw. „analizy wzbogacenia zbiorów genów” (ang. gene set 

enrichment analysis), której celem było zmapowanie danych z ekspresji genów na sieci 

zależności biologicznych oraz interakcji miedzy genami a procesami biologicznymi. W wyniku 

przeprowadzonych analiz zidentyfikowano i opracowano sieć odziaływujących na siebie 

ścieżek sygnałowych i metabolicznych takich jak: sygnalizacja związana z interferonem, 

cytokinami, metaloproteinazami macierzy zewnątrzkomórkowej, rozwojem śródbłonka czy też 

odpowiedzią przeciwwirusową (rycina 15).  
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Rycina 15. Analiza sieciowa Cytoscape-ClueGo genów o podwyższonej (niebieski) i obniżonej 

(czerwony) ekspresji. A) Nadekspresja BRAF V600E w komórkach THLE-2 wpływa na szlaki 

sygnałowe zależne od interferonu i metaloproteinazy. B) Analiza wykazała, iż rozregulowane geny 

zaangażowane są w rozwój śródbłonka i odpowiedź przeciwwirusową. C) Aktywacja szlaku 

sygnałowego IL-17 przy jednoczesnym obniżeniu aktywności szlaku odpowiedzi na infekcję wirusową 

i produkcję cytokin.  
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Analiza ekspresji genów w komórkach THLE-2 z nadekspresją mutacji BRAF  

Na podstawie wyników uzyskanych w RNA-seq zbadano poziom ekspresji genów 

(BRAF, BMP6, IL1B, TBX21, MMP10, i SERPIND1) w komórkach THLE-2 z nadekspresją 

mutacji BRAF (D594A, V600E, L537M, E648G) (rycina 16). Ekspresja mRNA BRAF 

utrzymywała się podobnym poziomie dla wszystkich mutacji BRAF i BRAF WT, co wskazuje 

na równą wydajność transfekcji we wszystkich grupach eksperymentalnych. Ponadto, nie 

zaobserwowano wpływu plazmidu bez wstawki (EMPTY) na zmiany ekspresji BRAF w 

komórkach THLE-2. Poziom ekspresji genów: BMP6, IL1B, TBX21, MMP10, i SERPIND1 był 

znacząco podwyższony w hepatocytach z nadekspresją BRAF V600E, podczas gdy inne 

mutacje BRAF nie wpływały znacząco na zmiany ekspresji wymienionych genów. 

 

 

 



 

Rycina 16. Wpływ mutacji BRAF na ekspresję wybranych genów. Wyniki przedstawiono jako 

krotność zmiany w porównaniu do kontroli (BRAF WT) ± SEM. Poziom ekspresji genów był 

normalizowany do genu referencyjnego B2M. Analizę statystyczną przeprowadzono z zastosowaniem 

AVOVA z korekcją Bonferroniego, n = 3, ** p <0,01, *** p <0,001. 

 

Analiza potencjalnych miejsc wiązania czynników transkrypcyjnych w rejonach 

promotorowych wybranych genów 

Ścieżka sygnałowa MAPK/ERK aktywuje czynniki transkrypcyjne np. ELK1, c-FOS, 

c-MYC, ETS1 i SP1 [13, 107, 124], które następnie wpływają na ekspresję docelowych genów 

poprzez interakcję z sekwencją znajdującą się promotorze danego genu [16, 17, 48, 75, 140]. 

Nadekspresja BRAF V600E znacząco zwiększyła ekspresję kilkudziesięciu genów w 

komórkach THLE-2. Analiza in silico wykazała, że sekwencje w promotorach genów o 

najwyższym poziomie ekspresji mogą być miejscem wiązania białek: c-FOS, ETS1 i SP1 

(tabela 2). Analiza ta wykazała złożoność potencjalnych mechanizmów, za pomocą których 

ścieżka MAPK/ERK kontroluje ekspresję genów.  

Tabela 12. Identyfikacja miejsc wiązania czynników transkrypcyjnych w obrębie sekwencji 

promotora wybranych genów. 

Gene 

Promoter 

Transcription factor 

c-Myc c-Fos Elk-1 ETS1 SP1 

BMP6 × ×   × × 

TBX21   × × × × 

IL1B     × × × 

SERPIND1   ×     × 

MMP10      × × × 

COL5A3   ×   × × 

ADAMTS18   ×   × × 

IL33     ×   × 

LRRC15   ×   × × 

TAGLN3   ×   × × 

ESM1   ×   × × 



DYSKUSJA  

Nagromadzenie mutacji w genach, takich jak geny supresji nowotworowej lub 

protoonkogeny, znacząco wpływają na homeostazę komórkową. Nieprawidłowości w 

mechanizmach kontrolujących proliferację komórkową, mogą przyczyniać się do znacznego 

przyspieszenia wzrostu i podziałów komórkowych, na skutek utraty wrażliwości na sygnały 

zewnątrzkomórkowe i mechanizmy ich regulacji [37]. Za pomocą kompleksowowej analizy 

DNA pochodzącego z próbek raka wątroby (raka wątrobowokomórkowego związanego z 

wirusem) zidentyfikowano nowe i rzadkie mutacje w genie BRAF, a także często występujące 

w innych typach nowotworu mutację BRAF V600E [98]. Dotychczas nie został zbadany wpływ 

tych mutacji na proces rozwoju raka wątroby. W naszych badaniach wykazano kancerogenny 

wpływ mutacji BRAF V600E na hepatocyty linii THLE-2. Ponadto zidentyfikowaliśmy geny 

potencjalnie regulowane przez szlak sygnałowy MAPK/ERK zależny od BRAF V600E. 

Analiza funkcjonalna pozwoliła wykazać, że mutacje BRAF L537M, D594A i E648G nie 

wywołują efektu patologicznego w komórkach wątroby linii THLE-2.  

Nieprawidłowe działanie onkogenu BRAF może wpływać na rozwój raka [135]. 

Najczęstszą zmianą związaną z rozwojem różnych nowotworów jest mutacja BRAF V600E 

[77, 113]. Ze względu na fakt, że ta mutacja została po raz pierwszy zidentyfikowana u pacjenta 

z rakiem wątroby, zbadaliśmy jej wpływ na funkcjonowanie hepatocytów linii THLE-2, jak 

również określiliśmy rolę innych mutacji BRAF, takich jak L537M, D594A, czy też E648G. 

Konstytutywna aktywacja ścieżki MAPK/ERK zależna od mutacji BRAF V600E była 

badana u różnych zwierząt. Guzy obserwowane u psów wykazują znaczne podobieństwo do 

ludzkich pod względem cech histopatologicznych, zdolności do przerzutów, heterogenności 

guza i odpowiedzi na terapię [89]. Ponadto sekwencja aminokwasów jest wysoce 

konserwatywna ewolucyjnie między ludźmi i psami [95]. BRAF V450E (lub V595E, zależnie 

od sekwencji referencyjnej) u psów odpowiada ludzkiemu V600E i podobnie wywołuje silną 

aktywację ścieżki sygnałowej MAPK/ERK. Do nowotworów spotykanych u psów ze 

stwierdzoną mutacją BRAF V450E zalicza się czerniaka złośliwego, raka nabłonka dróg 

moczowych i gruczołu krokowego, guzy mózgu, nowotwory układu krwiotwórczego i tarczycy 

[63, 94, 121]. Jednakże nie zostały przeprowadzone badania, potwierdzające wpływ tej mutacji 

na rozwój wyżej wymienionych nowotworów, co jest również warte rozważenia.  Nasza analiza 

sekwencji aminokwasów regionu domeny kinazy ujawniła wysoką konserwację ewolucyjną 

wśród wielu organizmów. Najwyższy wynik zgodności sekwencji aminokwasów BRAF 

wskazuje na kluczową rolę tej kinazy w regulacji procesów komórkowych.  

BRAF jest kinazą serynowo-treoninowa i jednocześnie jednym z głównych białek 

szlaku sygnałowego MAPK/ERK, który reguluje proliferację, wzrost i przeżycie komórek [27]. 

Zaburzenia funkcjonowania tej kaskady białkowej są jednym z głównych przyczyn rozwoju 



wielu typów raka [111]. Mutacje BRAF wpływają na aktywność kinazy, co z kolei skutkuje 

zaburzeniami w funkcjonowaniu dalszych białek tego szlaku. Aktywny (fosforylowany) ERK, 

jako końcowy element szlaku MAPK/ERK aktywuje wiele genów docelowych w jądrze, jak i 

w innych organellach komórkowych (rycina 17) [69].  

 

 

 

Rycina 17. Szlak sygnału MAPK/ERK w progresji nowotworu. Czynniki transkrypcyjne (TFs) są 

aktywowane przez P-ERK w jądrze komórkowym i cytoplazmie, skąd są transportowane w postaci 

aktywnej do jądra komórkowego. Nieprawidłowa aktywność MAPK/ERK spowodowana mutacją 

BRAF lub RAS aktywuje geny wywołujące raka [142]. 

 

W naszych badaniach stwierdzono wysoką ekspresję fosforylowanej formy ERK w 

komórkach THLE-2 z nadekspresją BRAF V600E. Wyniki te potwierdzają, że mutacja BRAF 

V600E silnie aktywuje szlak sygnałowy MAPK/ERK w hepatocytach. Konstytutywną 

aktywację tej ścieżki stwierdzono w wielu przypadkach czerniaka złośliwego, raka jelita 

grubego, brodawkowatego tarczycy, gruczolakoraka płuc i innych typach nowotworów [26, 28, 

70, 80, 83]. Nasze wyniki badań są zgodne rezultatami innych grup badawczych i sugerują, że 

mutacja BRAF V600E może być uważana jako czynnik ryzyka w rozwoju raka wątroby. W 

przyjętym przez nas modelu badawczym mutacje BRAF L537M i E648G powodowały 

obniżenie aktywności ścieżki sygnałowej MAPK/ERK. Biorąc pod uwagę fakt, że mutacje 

BRAF L537M, D594A i E648G nie wpływają na wzrost i migrację komórek oraz nie 



zwiększają poziomu fosforylacji ERK, możemy stwierdzić, że nie są one patogenne w 

przypadku raka wątroby. Jednakże, dalsze szczegółowe badania są niezbędne.  

Mutacje BRAF w kodonie 594, a także 596 zidentyfikowano u pacjentów z 

przerzutowym rakiem jelita grubego, jak również ze szpiczakiem mnogim i 

niedrobnokomórkowym rakiem płuc [97, 133]. W naszych badaniach mutacja BRAF D594A, 

w przeciwieństwie do BRAF V600E nie nasilała fosforylacji ERK w hepatocytach i komórkach 

HEK293. Inna grupa badawcza wykazała, że mutacja D594A BRAF różni się istotnie od 

V600E pod względem cech molekularnych, patologicznych i klinicznych, dając jednocześnie 

lepsze rokowanie i dłuższe przeżycie pacjentów [88]. Wyniki innych badań z wykorzystaniem 

mysiego modelu czerniaka udowodniły, że mutacja BRAF D594A osłabia aktywność kinazy i 

przyczynia się do rozwoju guza przy jednoczesnym występowaniu onkogennej mutacji RAS. 

Wyniki tych badań wykazały złożoność transdukcji sygnału w obrębie ścieżki MAPK/ERK i 

podkreśliły istotność zrozumienia tego mechanizmu w praktyce klinicznej [59]. Mutacje w 

segmencie aktywacyjnym (loci 564 i 596) powodują zmiany w prawidłowej konformacji 

białka, która jest kluczowa dla zakotwiczenia ATP [58]. Zmiany w kodonie 594 należą do 

trzeciej klasy mutacji BRAF i powodują obniżenie aktywności kinazy [109]. Jednakże w 

naszych badaniach mutacja BRAF D594A nie zmieniła ekspresji P-ERK, wzrostu i migracji w 

komórkach THLE-2, co sugeruje, że nie jest ona patogenna w komórkach wątroby. Mutacje 

BRAF L537M i BRAF E648G zidentyfikowano po raz pierwszy i nie ma badań opisujących 

ich funkcję.  

Komórki rakowe wykazują podwyższoną zdolność do migracji i tworzenia przerzutów. 

Jest to obserwowane podczas gdy pojedyncze komórki odrywają się od guza pierwotnego, 

przemieszczają się przez naczynia limfatyczne i krwionośne, a następnie osiadają w nowym 

miejscu w organizmie, tworząc guzy wtórne [47]. Zdolność do ruchu komórek zależy od 

kinetyki cytoszkieletu i receptorów zlokalizowanych na ich powierzchni [30]. Komórki rakowe 

wykorzystują te same mechanizmy migracji, co prawidłowe komórki, jednak są zdolne do 

omijania restrykcyjnych systemów kontroli komórkowych [33]. Dlatego też zwiększona 

migracja komórek jest jednym z parametrów definiujących komórki rakowe [47]. W naszych 

badaniach określono wpływ wybranych mutacji BRAF na migrację komórek. Zauważono, że 

mutacja BRAF V600E zwiększały migracje komórek, w przeciwieństwie do BRAF L537M, 

D594A i E648G. Podobny efekt był obserwowany przez inne grupy badawcze, gdzie 

zwiększony wskaźnik migracji był stwierdzony w komórkowym modelu raka tarczycy, 

niosących mutację BRAF V600E [143]. Ponadto, zahamowanie aktywności BRAF V600E 

zmniejszyło inwazyjność komórek oraz przerzuty w mysim modelu anaplastycznego raka 

tarczycy [73, 98].  



Zdrowe komórki różnią się istotnie od komórek nowotworowych pod względem 

regulacji procesów komórkowych [42]. Sygnały są odbierane z zewnętrznego środowiska 

komórki poprzez wiązanie mitogenów do receptorów transbłonowych i dalsze przekazywanie 

informacji do efektorów docelowych. Komórki nowotworowe wykazują wysoki wskaźnik 

proliferacji niezależny od bodźców zewnętrznych [19]. Jednakże obserwowano również utratę 

zdolności do proliferacji w komórkach rakowych. Jest to związane ze spadkiem tempa syntezy 

białek w retikulum endoplazmatycznym i aparacie Golgiego [42]. W naszych badaniach 

poziom proliferacji został zbadany jako jedna z głównych cech definiujących komórki 

nowotworowe. Wysoką proliferację wykazywały hepatocyty z nadekspresją BRAF V600E, 

podczas gdy dla pozostałych badanych mutacji BRAF poziom ten był porównywalny do 

proliferacji komórek kontrolnych. Liczne badania wskazują na podobny efekt w przypadku 

różnych typów komórek rakowych niosących mutacje BRAF V600E [44, 54, 62]. 

Oprócz tego ocenialiśmy wpływ nadekspresji BRAF V600E na zmiany w fazach cyklu 

komórkowego. Wiadome jest, że BRAF V600E konstytutywnie aktywuje szlak MAPK/ERK, 

który jest kluczowym regulatorem cyklu i wzrostu komórek [38]. W naszym badaniu 

wykazano, że mutacja BRAF V600E wpływała na zmiany w cyklu komórkowym, poprzez 

zwiększenie populacji komórek linii THLE-2 będących w fazie G2 w porównaniu do komórek 

kontrolnych. W fazie tej komórki przygotowują się do wejścia w mitozę poprzez intensywną 

syntezę białek i szybki wzrost komórek [22]. Z innych badań wynika, że zablokowanie 

aktywności ERK1/2 przez leki celowane (np. wemurafenib) wykazało zmniejszenie proliferacji 

komórek i zatrzymanie cyklu komórkowego w fazie G1 [43, 51]. Wemurafenib hamuje 

proliferację komórek u chorych cierpiących na czerniaka z mutacją BRAF V600E [92], co 

sugeruje terapeutyczne zastosowanie wemurafenibu również u chorych na raka wątroby, 

posiadających tą mutację.  

 Nasze badania wykazały, że mutacja BRAF V600E wpływa na fenotyp prawidłowych 

hepatocytów. Można zatem stwierdzić, iż podobnie jak w innych nowotworach mutacja BRAF 

V600E jest onkogenna niezależnie od typu komórki [72]. Szlak sygnałowy MAPK/ERK jest 

konstytutywnie aktywny w około 30% wszystkich typów nowotworów [40]. Ze względu na to, 

że ta kaskada reguluje wiele procesów komórkowych, ważne jest, aby zidentyfikować jej 

docelowe geny oraz ich funkcje w rozwoju raka. Jednak geny regulowane przez MAPK/ERK 

o zwiększonej aktywacji są w dużej mierze nieznane. W komórkach THLE-2 z nadekspresją 

BRAF V600E stwierdziliśmy zróżnicowaną ekspresję genów w porównaniu do ekspresji 

komórek kontrolnych. Zidentyfikowaliśmy 436 genów o istotnie zróżnicowanej ekspresji. 

Jednym z genów o zwiększonej ekspresji był BMP6, który to jest regulatorem wielu procesów 

komórkowych, takich jak homeostaza żelaza, rozwój kości i tkanki tłuszczowej [55, 84]. 

Mutacje w mysim genie Bmp6 są związane z nadmiernym odkładaniem żelazem w narządach, 



w tym wątrobie [57]. Ponadto stwierdzono, że nadekspresja BMP6 w komórkach raka prostaty 

sprzyja migracji i inwazyjności [50]. Podobne wyniki uzyskano dla komórek raka piersi, gdzie 

zwiększona ekspresja BMP6 była związane z przerzutami guza [46]. Zgodnie z danymi 

prezentowanymi przez Atlas Genomu Raka, w próbkach raka wątroby stwierdzono wysoki lub 

średni poziom ekspresji BMP6. Ponadto pacjenci z rakiem wątroby i wysoką ekspresją BMP6 

wykazują zmniejszoną przeżywalność w porównaniu z pacjentami z niską ekspresją tego genu 

[3]. W mysim modelu czerniaka niedobór Bmp6 wiąże się ze znacznym zmniejszeniem tempa 

rozwoju guza [127]. Podobnie do tych badań, obserwowaliśmy podwyższony poziom BMP6 w 

hepatocytach z nadekspresją BRAF V600E, podczas gdy inne mutacje BRAF (L537M, D594A 

i E648G) nie zmieniały jego ekspresji.  

 Innym zidentyfikowanym w naszych badaniach genem o zwiększonej ekspresji był 

SERPIND1. SERPIND1 należy do rodziny wysoce konserwatywnych inhibitorów proteaz 

serynowych i jest syntetyzowany w hepatocytach i w cholangiocytach wątroby oraz w 

makrofagach [3, 99, 122]. Nadekspresja tego genu została zidentyfikowana w niektórych 

typach nowotworów. Pacjenci z niedrobnokomórkowym rakiem płuc (NSCLC) i jednocześnie 

podwyższonym poziomem SERPIND1 wykazywali krótszy wskaźnik przeżycia niż pacjenci z 

niższym jego poziomem [91]. Zmniejszoną ilość SERPIND1 wykryto u pacjentów z rakiem 

prostaty i płuc po leczeniu chemioterapią. Fakt ten może służyć jako wskaźnik skuteczności 

leczenia [74]. Ponadto, podwyższoną ekspresję SERPIND1 wykryto w przypadku 

występowania raka wątrobowokomórkowego, raka jelita grubego, szpiczaka mnogiego, raka 

piersi i innych nowotworów złośliwych [3, 99]. W NSCLC wysoka ekspresja SERPIND1 

zwiększa migrację komórek poprzez tworzenie pseudopodiów w komórkach nowotworowych 

[99]. Inna grupa badawcza wykazała w komórkowym modelu raka jajnika, że SERPIND1 

wpływa na wzrost proliferacji komórek. Ponadto wysunięto wniosek, że poziom ekspresji 

SERPIND1 może być stosowany jako biomarker do diagnozowania pacjentów z ostrą białaczką 

limfoblastyczną (B-komórkową) [99]. 

 Oprócz tego wykazaliśmy, że podwyższony poziom TBX21 w hepatocytach z 

nadekspresją BRAF V600E. TBX21 jest czynnikiem transkrypcyjnym odpowiedzialnym za 

procesy rozwojowe i regulację ekspresji cytokin Th1 i interferonu gamma (IFNG) [117]. W 

innych badaniach zostało stwierdzone, że wysoka ekspresja TBX21 jest związana ze złym 

rokowaniem pacjentów z rakiem piersi i gruczolakorakiem płuc [85, 117].  

Rola MMP10 w progresji nowotworowej oraz w procesie powstawania przerzutów była 

badana w wielu typach nowotworów. Zidentyfikowano istotnie zwiększoną ekspresję MMP10 

np. w raku skóry, okrężnicy, płuc, czy też w raku szyjki macicy [20, 49, 86, 101]. W badaniach 

z wykorzystaniem mysiego modelu HCC wykazano, że MMP10 było aktywowane przez szlak 

MAPK/ERK oraz oś CXCR4/SDF1 (ang. C-X-C chemokine receptor-4/stromal-derived factor-



1), co przyczyniło się do rozwoju HCC i tworzenia przerzutów [90]. W naszych badaniach 

również zaobserwowaliśmy podwyższony poziom ekspresji MMP10, ale tylko w komórkach 

THLE-2 z nadekspresją mutacji BRAF V600E, co może sugerować, że ta mutacja jest silnie 

związana ze złośliwą transformacją hepatocytów. 

Rola IL1B jako czynnika odpowiedzi zapalnej jest znana w kontekście regulacji różnych 

procesów komórkowych, takich jak proliferacja, migracja i apoptoza. Jednak wiele badań 

wskazuje na rolę IL1B w nowotworach, polegającą na wspomaganiu komórek supresorowych 

pochodzenia szpikowego oraz procesu angiogenezy, czy też aktywacji komórek śródbłonka i 

immunosupresyjnej aktywności makrofagów związanych z guzem (TAM) [114]. W naszych 

badaniach wykazaliśmy, że zwiększona ekspresja IL1B jest związana z nadekspresją BRAF 

V600E w komórkach THLE-2.  Podobnie, podwyższony poziom IL1B został zidentyfikowany 

w różnych guzach litych, w tym np. w raku płuc, okrężnicy, piersi, jak również w czerniaku 

[14, 29, 96, 141]. Badania in vitro z wykorzystaniem melanocytów oraz modelu czerniaka 

wykazały, że transkrypcja IL1B jest indukowana mutacją BRAF V600E. Efekt ten może być 

blokowany przez zastosowanie wemurafenibu [71]. W naszych badaniach analiza ekspresji 

genów wykazała podobny profil ekspresji genów, jaki jest obserwowanych w innych typach 

nowotworów z mutacją BRAF V600E.  

 Przeprowadzone przez nas sekwencjonowanie NGS transkryptomu hepatocytów z 

nadekspresją BRAF V600E, pozwoliło na wskazanie szeregu DEGs. Zbadanie interakcji 

między tymi genami umożliwiło nam zidentyfikować szlaki o najbardziej zmienionych 

ekspresjach. Jednym z nich był szlak sygnalizacji interferonu (IFN). Białka IFN to grupa 

czynników sygnałowych wytwarzanych przez komórki w celu aktywacji ochrony przed 

różnymi zaburzeniami wynikającymi z inwazji wirusów lub rozwoju komórek 

nowotworowych. IFN mogą bezpośrednio przyczyniać się do walki z rakiem lub pośrednio 

aktywować i kierować układ odpornościowy do komórek nowotworowych [132]. Mutacja 

BRAF V600E wpływa na obniżenie przekazywania sygnału zależnego od IFN-alpha oraz 

ekspresji receptora IFNAR1 (ang. IFN-alpha receptor-1) [100, 104]. W naszych badaniach 

również obserwowaliśmy zmniejszoną aktywność szlaku zależnego od interferonu, a także 

podwyższoną ekspresję metaloproteinaz. Macierz zewnątrzkomórkowa (ang. extracellular 

matrix, ECM) kształtuje środowisko komórkowe i tkankowe, podczas gdy MMPs wykazujące 

aktywność proteolityczną, biorą udział w przebudowie ECM [139]. Zaburzenia w strukturze i 

komponentach ECM są nieodłącznym elementem wzrostu guza, co zwiększa tempo migracji 

komórek poprzez utratę ich adhezji i unaczynienie guza [116]. W komórkach prawidłowych 

ścieżka MAPK/ERK kontroluje ekspresję genów MMPs. W guzach z mutacją BRAF V600E 

obserwuje się znaczną nadekspresję MMP9 [115]. Istnieje powiązanie między tymi dwiema 

grupami zaangażowanymi w sygnalizację cytokin takie jak geny CXCL10, IL33, CCL5. W 



przyjętym przez nas modelu obserwujemy nadekspresję IL33. Wiadome jest, iż IL33 bierze 

udział w rozwoju wielu chorób, takich jak cukrzyca i alergie. Ostatnie badania pokazały, że 

IL33 wykazuje zależne od tkanek działanie pro-nowotworowe, w tym promowanie 

angiogenezy, przebudowę ECM i znaczący wpływ na ekspresję innych cytokin [123]. 

Obserwacje te sugerują, że analizowane przez nas geny (CXCL10, IL33, CCL5) mogą 

negatywnie modulować ścieżkę sygnalizacyjną interferonu i zwiększać ekspresję 

metaloproteinaz. Sprawdzenie efektu wyciszenia lub wzmocnienia ekspresji tych genów 

mogłoby być interesujące w dalszych badaniach nad rozwojem raka wątroby.  

 Ponadto, nasza dalsza analiza sieci wykazała, że geny IL1B, CLDN5 (ang. claudin-5), 

and PDE2A (ang. phosphodiesterase 2A) są również zaangażowane w rozwój śródbłonka. W 

przebiegu nowotworu złośliwego obserwuje się wzrost ekspresji czynników proangiogennych, 

co z kolei skutkuje silnym unaczynieniem guza [11, 134]. Dlatego też, mutacja BRAF V600E 

wyzwala znaczące zmiany w sieci transkrypcyjnej promujące wzrost guza i jego dalsze 

przerzuty. Nasze badania wykazały, że mutacja BRAF V600E może być uznana za czynnik 

wysokiego ryzyka w raku wątroby. Analiza promotorów przypuszczalnych genów docelowych 

dla ścieżki sygnalizacyjnej zależnej od BRAF V600E wykazała, że mogą być one kontrolowane 

przez białka ETS1, SP1 i c-FOS.  

Zastosowanie terapii skierowanej na konkretne białko szlaku sygnałowego, 

zaangażowanego w rozwój raka wątroby może potencjalnie skutkować mniejszą liczbą 

skutków ubocznych. Poszczególne białka ścieżki MAPK/ERK są od wielu lat są intensywnie 

badane pod kątem hamowania progresji nowotworowej [112, 126]. Konieczne są jednak dalsze 

badania w celu potwierdzenia roli zidentyfikowanych czynników w rozwoju raka wątroby z 

współistniejącą mutacją BRAF V600E.  

 

 

WNIOSKI 

 

Na podstawie przeprowadzonych badań i analiz wysunięto następujące wnioski:  

 

 Mutacje BRAF L537M, E648G i D594A nie wykazują istotnego, funkcjonalnego wpływu 

na szlak sygnałowy MAPK/ERK oraz nie są kancerogenne dla hepatocytów linii THLE-2.  

 

 Mutacja BRAF V600E może być uznana za jeden z czynników wywołujących HCC 

poprzez aktywację ERK i zmiany na poziomie transkryptomu hepatocytów.  

 

 Nadekspresja BRAF V600E powoduje istotne zmiany w profilu ekspresji wybranych 

genów w hepatocytach, podobnie jak w nowotworach innych tkanek i narządów 

zawierających tę mutację. 



 

 Terapia oparta na hamowaniu szlaku sygnałowego zależnego od BRAF V600E mogłaby 

być zastosowana u pacjentów z rakiem wątroby, będących nosicielami tej mutacji. 
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