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STRESZCZENIE

Wozrastajacy poziom zachorowan na nowotwory watroby, ktory mozna obecnie
zaobserwowaé U ludzi, jak rowniez U zwierzat towarzyszacych takich jak psy, sklania do
podjecia szczegdtowych badan wyjasniajgcych ich molekularne podtoze. Indukcja oraz rozwdj
procesoOw nowotworowych zalezy od wystapienia specyficznych mutacji w danej tkance. W
tym wzgledzie réwniez patogeneza raka watroby moze by¢ zwigzana z mutacjami w genach
supresji nowotworowej lub w proto-onkogenach.

Na podstawie analiz bazy danych przedstawionych przez Migdzynarodowe Konsorcjum
Genomu Raka, wykazano wystepowanie duzej liczby mutacji, ktorych wptyw na rozwdj raka
nie zostal dotychczas doktadnie zbadany. Sekwencjonowanie DNA wyizolowanego z probek
watroby objetych procesem nowotworowym, dostarczylo nowych informacji na temat
wystepujgcych mutacji w réznych genach, w tym zidentyfikowanych w znacznej liczbie w
proto-onkogenie BRAF (ang. B-Raf proto-oncogene, serine/threonine kinase). Z danych
literaturowych wiadomo, ze mutacje somatyczne genu BRAF zwigzane sg duzej mierze z
rozwojem wielu nowotworow roznych narzadow i tkanek w tym m.in. raka tarczycy, jajnika,
ptuc, jelita grubego oraz czerniaka.

Biatko kodowane przez ten gen jest jednym z kluczowych komponentéow szlaku
sygnatlowego kinaz biatkowych aktywowanych mitogenami/kinaz regulowanych sygnatem
zewnatrzkomérkowym (ang. mitogen-activated protein kinases/extracellular signal-regulated
kinases, MAPK/ERK). Ten szlak sygnatowy nadzoruje wiele réznych proceséw komoérkowych,
w tym proliferacje, roznicowanie, apoptoze oraz odpowiedz na stres. Najczesciej wystepujaca
mutacja, powodujaca silng aktywacje tej Sciezki, a w konsekwencji tez rozregulowanie
podstawowych funkcji w komorce, jest BRAF V600E. Ze wzgledu na to, ze mutacja ta zostala
po raz pierwszy wykryta w probkach pobranych od pacjentéw z rakiem watroby, zbadaliS§my
wplyw BRAF V600E na zmiany w funkcjonowaniu hepatocytow z zastosowaniem modelu
badan in vitro. W szczeg6lnosci gtownym celem pracy byto okreslenie wptywu nowych mutacji
genu BRAF na proces ztosliwej transformacji komorek watroby, oraz wskazanie genow
deregulowanych i potencjalnych szlakow z nimi zwigzanych. Ponadto, przeprowadziliSmy
analiz¢ funkcjonalng innych zidentyfikowanych mutacji BRAF, takich jak D594A, L537M i
E648G, ktore sa zlokalizowane w domenie biatkowej o aktywnosci kinazy.

W uzyskanych wynikach wykazano, ze podobnie jak w przypadku innych typow
nowotworow, mutacja BRAF V600E silnie aktywuje $ciezke MAPK/ERK, co znaczaco
wplywa na procesy zwigzane z migracja, proliferacja komorek oraz na fazy cyklu
komorkowego. Ponadto sekwencjonowanie transkryptomu komorek linii THLE-2 z wywotang
nadekspresja biatka BRAF zawierajacego mutacje V60OE pozwolito zidentyfikowaé wiele
genow (np. BMP6, IL1B, TBX21, MMP10, SERPIND1) o zmienionej ekspresji, jak réwniez



scharakteryzowa¢ ich wptyw na gltowne szlaki molekularne. Natomiast w badaniach
funkcjonalnych innych mutacji BRAF (D594A, L537M i E648G) nie stwierdzono patogennego
wplywu na komorki watroby w przyjetym modelu in vitro, w tym brak aktywacji $ciezki
MAPK/ERK, jak roéwniez brak wptywu na proliferacje i migracje komorek.

Badanie mutacji genomu i okreslenie ich wptywu na procesy i funkcje komorkowe ma

kluczowe znaczenie dla odkrycia molekularnych mechanizméw rozwoju raka watroby.

WSTEP

Wieloletnie badania nad genomem raka i mechanizmem jego powstawania pozwolity
na zidentyfikowanie réznych mutacji w DNA, ktore sa zwigzane z procesem powstawania
nowotworu. Biezace dane wskazuja, ze nowotwory sa obecnie druga w kolejnosci przyczyna
$mierci ludzi na §wiecie, co wiecej liczba ta stale rosnie [131]. Dalsze kompleksowe badania
nad fenotypem komorek nowotworowych powinny by¢ uznane jako jeden z gtéwnych celow
wspotczesnych nauk biologicznych i medycznych [53]. Progresja nowotworu jest zwigzana z
nagromadzeniem si¢ licznych zmian genetycznych i epigenetycznych powodujacych
dysfunkcje¢ podstawowych proceséw w komoérkach [129]. Mutacje somatyczne pojawiajace si¢
w komorkach spontanicznie sg migdzy innymi wynikiem btedow w mechanizmach naprawy
DNA w trakcie jego replikacji [2]. Ponadto wystgpuje wiele rdéznych czynnikoéw
zwigkszajacych ich ryzyko w komorkach takich jak, zawarte w dymie tytoniowym
nitrozoaminy, aflatoksyny, formaldehyd, chlorek winylu, promieniowanie jonizujace,
ultrafioletowe, X, gamma, rodniki tlenowe, alkohol, czy tez infekcje wirusowe oraz bakteryjne
[15, 52, 60, 67, 103].

Mutacje w proto-onkogenach moga powodowac ich przeksztatcenie w forme onkogenu.
Proto-onkogeny naleza do grupy gendéw bioracych udzial w regulacji wielu procesow, w tym
podziatu komorkowego, kontrolowaniu proliferacji oraz apoptozy [18, 53]. Inng wazng grupg
sg geny supresji nowotworowej zaangazowane w regulacje cyklu komorkowego oraz
zapobieganie wzrostowi nowotworu [37, 41]. Mutacje w obrebie tych gendw mogg powodowaé
funkcjonalne zmiany na poziomie biatek [65].

Wyniki badan przedstawione w bazach danych Miedzynarodowego Konsorcjum
Genomu Raka, Atlasu Genomu Raka (ang. the Cancer Genome Atlas) oraz w Projekcie
Genomu Raka (ang. the Cancer Genome Project) wykazaly liczne zmiany strukturalne i
funkcjonalne w genomie komorek nowotworowych [34]. Przedstawione dane nie zawsze w
pelni wyjasniaja znaczenie zidentyfikowanych mutacji, co jest przestanka uzasadniajaca dla
dalszych badan, pozwalajacych opisa¢ charakterystyke wptywu tych mutacji na rozwoj choroby

nowotworowej.



Obecnie obserwowana jest wzrastajaca liczba przypadkow zaburzen funkcjonowania
watroby, co jest rowniez zwigzane z wysokg $miertelno$cig siegajaca 2 miliondw zgonow
rocznie na $wiecie [118]. Wsréd nowotwordw tego organu, najcze$ciej wystepujacym jest
pierwotny nowotwor watroby, wywodzacy sie z hepatocytow rak watrobowokomorkowy
(HCC) oraz rak wewnatrzwatrobowych drog zotciowych (iICCA), pochodzacy z komorek
nabtonka drog zotciowych (cholangiocytow) [137]. Okoto 10% nowotwordéw watroby dotyczy
iCCA, natomiast 90% odnosi si¢ do HCC [106]. Czestos¢ wystgpowania nowotworow watroby
jest czterokrotnie wyzsza u mezczyzn niz u kobiet. Najwyzsza zachorowalnos¢ wystepuje w
Azji i Afryce, znaczagco nizsza jest W Europie i Ameryce Polnocnej, jednakze wykazuje
intensywna tendencje wzrostowa [32, 93]. Ponadto, HCC jest problemem klinicznym nie tylko
wsrod ludzi, ale rowniez dotyczy psow, kotow, bydta, owiec i swin [7, 36, 79, 87].

Prowadzone badania nad genomem raka pozwolily zidentyfikowaé mutacje w genach,
ktére powoduja rozwdj choroby nowotworowej. Jednym z najczesciej wystepujacych
zmienionych gendéw w roznych typach raka jest P53 (ang. tumor protein p53) [8, 9]. Biatko to
okreslane jest straznik genomu i odgrywa kluczowa rolg w regulacji wielu podstawowych
procesOw komoérkowych, zwigzanych z cyklem komorkowym, w tym transkrypcja, naprawa
DNA i apoptoza [45]. Mutacje P53 zidentyfikowano w okoto 50% HCC wywotanego
aflatoksyng i w 28-42% HCC, ktore nie byly wywolane jej dziataniem. Ponadto zmiany w
sekwencji P53 stwierdzono w 45% HCC zwigzanym z HBV i 13% HCC z HCV [78]. Mutacje
promotora TERT (ang. telomerase reverse transcriptase) zidentyfikowano w okoto 90% HCC
[78]. Prawie wszystkie mutacje (95%) TERT dotycza miejsca 124G>A, przez co powstajg nowe
sekwencje konsensusowe dla wigzania czynnikow transkrypcyjnych. To z kolei silnie zwigksza
aktywnos¢ promotora [102]. TERT reguluje dtugos$¢ zycia komorek somatycznych, natomiast
w komorkach nowotworowych wigze si¢ z nieograniczong ich proliferacja [10, 78]. Ponadto,
mutacje w CTNNBL1 (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) sg czesto spotykane w HCC [105, 110, 138].

Wrhasciwa regulacja procesow komorkowych ma kluczowe znaczenie dla utrzymania
ich prawidlowych funkcji, homeostazy miedzy sygnalami zewnatrzkomorkowymi a
wewnetrzng odpowiedzig na bodzce. Jednym z gtéwnych szlakow sygnatowych regulujacych
wiele procesdow komoérkowych jest $ciezka sygnalizacyjna MAPK/ERK (ang. mitogen-
activated protein kinases/extracellular signal-regulated kinases), odpowiedzialna za
proliferacje, roznicowanie, apoptoze komorek, czy tez odpowiedz na stres [136]. Aktywatorami
tej Sciezki moga by¢ zewnatrzkomorkowe sygnaty takie jak czynniki wzrostu, cytokiny czy tez
hormony [66]. W sktad szlaku wchodza: RAS (HRAS, KRAS i NRAS) jako mate biatka G oraz
kinazy biatkowe RAF (ARAF, BRAF, CRAF), MEK (MEK1 i MEK?2) i ERK (ERK1 i ERK2)


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

(rycina 1) [76]. Aktywacja S$ciezki nastepuje poprzez interakcje migdzy ligandem a
transbtonowym receptorem np. RTK (ang. receptor tyrosine kinase), EGFR (ang. epidermal
growth factor receptor), czy tez GPCR (ang. G protein-coupled receptor). Takie oddziatywanie
aktywuje RAS poprzez zastgpienie GDP na GTP [23]. Nastepnie, GTP zwigzany z RAS
rekrutuje 1 aktywuje BRAF, ktory z kolei aktywuje MEK1/2 poprzez fosforylacj¢ reszt seryny
[76]. Aktywny MEK1/2 fosforyluje reszty treoniny i tyrozyny w strukturze ERK1/2, powodujac
jego aktywacje oraz translokacje do jadra komoérkowego, gdzie nastgpnie promuje ekspresje
docelowych gendéw np. Elk-1 (ang. ETS transcription factor ELK1) i c-Fos (ang. Fos proto-
oncogene) [56].
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Rycina 1. Schemat $ciezki sygnalizacyjnej MAPK/ERK. Wigzanie mitogenéw lub czynnikow
wzrostu do receptorow GPCR lub RTK aktywuje receptor i prowadzi do rekrutacji biatka adaptorowego
Grb2 (ang. growth factor receptor-binding protein 2) i SOS (ang. son of sevenless). RAS aktywuje
kolejne biatka szlaku sygnatowego, w efekcie czego nastepuje aktywacja przez ERK1/2 genow
docelowych w jadrze komorkowym [56].

Mutacje bialek, bedacych sktadowymi szlaku MAPK/ERK przyczyniaja si¢ do
powstania wielu typow nowotworow [35]. Najczesciej aberracje w obrebie tej Sciezki dotycza
genow KRAS i BRAF. Okoto 30% wszystkich typow raka dotyczy genu KRAS, podczas gdy dla
BRAF jest to 8% [136]. U ludzi biatko BRAF sktada si¢ z 766 aminokwasow 1 jest kodowane
przez gen zlokalizowany na chromosomie 7 (7934). BRAF nalezy do rodziny serynowo-
treoninowych kinaz biatkowych RAF 1 jest kluczowym skladnikiem szlaku sygnatowego
MAPK/ERK [24, 68]. W strukturze BRAF wyr6zniono 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-konca i okreslana jest jako domena samoregulujgca. CR1



zawiera domeng wiazaca RAS — RBD (ang. RAS-binding domain), ktora oddziatuje z biatkiem
RAS oraz bogata w cysteing domen¢ CRD (ang. cysteine-rich domain), wiazaca dwa jony
cynku [61, 130]. CR2 jest domeng bogata w seryne¢/treoning z miejscem wigzania biatka
regulatorowego 14-3-3, ktore stabilizuje nicaktywny stan BRAF [108]. Ponadto CR2 jest
elastycznym facznikiem miedzy CR1 i CR3. Region CR3 (aminokwasy 457-717) znajduje si¢
na C-koncu i jest domeng o aktywnosci kinazy, zawierajacym segment aktywacyjny oraz
miejsce wigzania ATP (petla P) [130]. Segment aktywacyjny rozpoczyna si¢ od
konserwatywnej ewolucyjnie sekwencji aminokwasow takich jak kwas asparaginowy (D),
fenyloalanina (F) i glicyna (G) [119, 128]. W nieaktywnej konformacji motyw DFG i bogata w
glicyne petla P sa stabilizowane przez oddziatywania hydrofobowe, uniemozliwiajac dostgp do
miejsca Kkatalitycznego. Aktywacja BRAF wywotana przez fosforylacje segmentu
aktywacyjnego, w ktorej posredniczy RAS, powoduje rozerwanie oddziatywan
hydrofobowych, co z kolei otwiera dost¢p dla ATP i MEK1/2 do miejsca katalitycznego [66].
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Rycina 2. Struktura bialka RAF. A) Aktywacja biatka RAF przez wiazanie z RAS. Interakcja mi¢dzy
petla GRL (ang. glycine-rich loop) a segmentem aktywacyjnym utrzymuje biatko w nieaktywnej
konformacji. B) Ufosforylowana (aktywna) struktura biatka RAF. Biatko to sktada si¢ z domeny
regulatorowej, obejmujacej CR1 i CR2 oraz domeny o aktywnosci kinazy, w sktad ktorej wchodzi CR3

[81].

Zmiany w sekwencji BRAF naleza do jednych z najczgstszych mutacji wystepujacych
w obrebie bialek sciezki MAPK/ERK. Na podstawie mechanizméw sygnalizacyjnych 1 cech
biochemicznych mutacje BRAF podzielono na trzy klasy (rycina 3) [109, 142]. W ludzkim
genomie wigkszos¢ mutacji zlokalizowana jest w eksonie 15, w domenie o aktywnosci

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



adenozyne (A) w 1799 nukleotydzie. Powoduje to zastgpienie waliny (V) kwasem
glutaminowym (E) w kodonie 600 (V600E) [66]. Wystgpuje rowniez zamiana waliny przez
inne aminokwasy takie jak lizyna (K), kwas asparaginowy (D), arginina (R) i metionina (M)
[142]. W trakcie przenoszenia sygnatu BRAF WT (ang. wild type) dziata jako dimer, podczas
gdy mutacje klasy I powoduja, iz dziata aktywnie jako monomer. Mutacja V600E powoduje
zmian¢ potozenia helisy aC i destabilizacje regionu aktywacji [82, 125]. Co wazne, mutacja
BRAF V600E powoduje wysoka aktywacje kinazy i konstytutywng transdukcje sygnatu w
sposob niezalezny od RAS [88]. W konsekwencji prowadzi to do intensywnej proliferacji

komorkowej i zaburzeniem mechanizméow apoptozy [48].
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G464E, Fusion Proteins D594N, D594G, D594A
D594H, F595L, G596D
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Rycina 3. Transdukcja sygnalu w obrebie Sciezki sygnalowej MAPK/ERK w zaleznosci od klasy
mutacji BRAF. Mutacje BRAF klasy I dotycza kodonu 600. Biatko BRAF dziata jako monomer w
sposob niezalezny od RAS, powodujac wysoka aktywacje kinazy. BRAF z mutacjami klasy II tworzy
konstytutywny dimer i informacja jest przekazywana niezaleznie od RAS. Mutacje BRAF klasy IIT
zaburzaja lub wylaczaja zdolnos¢ do fosforylacji. Wowczas BRAF tworzy heterodimer z CRAF i sygnat
jest przekazywany zaleznie od RAS [142].

Mutacje BRAF nalezace do klasy II zlokalizowane sg w petli P: G464, G469 oraz w
segmencie aktywacyjnym: L597, K601 (rycina 3) [142]. Podobnie jak w przypadku mutacji
klasy 1, szlak sygnatowy MAPK/ERK jest aktywowany niezaleznie od stymulacji zewngtrznej
(bez udzialu RAS), jednakze w tym przypadku BRAF tworzy forme¢ dimeru i wzmaga
aktywnosc¢ kinazy, ktora jest nizsza niz w przypadku mutacji klasy I [120].



Gloéwna cecha odrdzniajacg mutacje klasy 11 IT od tych nalezacych do klasy III jest to,
iz te ostanie powoduja wyltaczenie aktywnosci kinazy lub jej znaczne ostabienie. Sygnat jest
przekazywany przez dziatanie heterodimeru BRAF/CRAF w sposob zalezny od RAS (rycina
3) [39]. Mutacje klasy 11 sg zlokalizowane w kodonie G466 (petla P), N581 (petla katalityczna)
oraz w motywie DFG: D594 i G596 [142]. Badania z zastosowaniem mysiego modelu
czerniaka wykazaly, iz wzmozona aktywacja szlaku nast¢puje w przypadku BRAF D594 i przy
jednoczesnej obecnosci mutacji RAS [59].

Zmiany w obrebie genu BRAF powodujg progresje wielu réoznych nowotwordw.
Zgodnie z danymi przedstawionymi przez ICGC dotychczas zidentyfikowano 155 mutacji o
potencjalnie wysokim wptywie pro-nowotworowym oraz 37 mutacji istotnych klinicznie.
Wiekszo$¢ z nich zlokalizowana jest w domenie o aktywnosci kinazy [5]. Mutacje somatyczne
BRAF wystepuja w 60% czerniakéw i nowotwordw tarczycy, raku jajnika (27%), w raku jelita
grubego (15%) oraz w 5-8% przypadkach niedrobnokomoérkowego raka ptuc [21, 25, 72].
Sekwencjonowanie DNA z wyizolowanego z 300 tkanek raka watroby: 268 HCC, 24 ICC i 8
obu typow (HCC/ICC), pozwolito zidentyfikowa¢ nowe mutacje genu BRAF. BRAF V600E i
BRAF D594A s3 znanymi mutacjami w roznych typach raka, jednakze po raz pierwszy zostaly
zidentyfikowane w przypadku pierwotnego raka watroby. Mutacje BRAF E648G i BRAF
L537M sa zmianami nowoodkrytymi.

HIPOTEZY BADAWCZE
W badaniach przyje¢to nastepujace hipotezy badawcze:

= Mutacje w genie BRAF (D594A, V600E, L537M i E648G) sa czynnikiem
stymulujacym ztosliwg transformacje hepatocytow oraz progresje raka watroby.

» Mutacje w genie BRAF (D594A, V600E, L537M i E648G) indukuja zaburzenia w
obrgbie szlaku sygnatowego MAPK/ERK.

= Zaburzone funkcjonowanie szlaku sygnatowego MAPK/ERK indukuje znaczace
rozregulowanie proceséw biologicznych w hepatocytach co jest zwigzane ze zmiang

profilu ekspresji genow.

CELE BADAWCZE

Postawiono nastgpujace cele badawcze:



= Okre$lenie wpltywu wybranych mutacji BRAF (D594A, V600E, L537M i E648G) na
proces ztosliwej transformacji hepatocytow oraz ich funkcjonalnej charakterystyki.

» Zbadanie wpltywu $ciezki sygnatowej MAPK/ERK z mutacjami BRAF na zmiany w
ekspresji genow komorek linii THLE-2.

MATERIALY I METODY

Linie komorkowe

Komérki linii THLE-2 (CRL-2706™; linia komorek pochodzaca z pierwotnych,
normalnych, ludzkich komorek watroby) zostaty zakupione z ATCC (American Type Culture
Collection Manassas, VA, USA). Komorki hodowano w pozywce LHC-8 (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) suplementowanej w 10% FBS (EURx, Gdansk, 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). Komoérki utrzymywano w standardowych warunkach: 37°C z 5%
zawartoscia CO2, w wilgotnej atmosferze w inkubatorze Heracell 150i (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA).

Komorki linit HEK293 (ang. human embryonic kidney 293 cell line) zakupiono z ATCC
(CRL-1573™) i hodowano w pozywce DMEM z dodatkiem 4,5 g/l glukozy (Lonza, Bazylea,
Szwajcaria), 10% FBS i 100 jednostek/ml penicyliny/streptomycyny (Lonza, Bazylea,

Szwajcaria). Komorki HEK293 utrzymywano w standardowych warunkach hodowlanych.

Przygotowanie plazmidu ekspresyjnego zawierajacego FLAG-tagged BRAF

W celu okreslenia wptywu wybranych mutacji BRAF na rozw6j raka watroby
stworzono plazmid zawierajacy sekwencje kodujaca BRAF, znakowana FLAG. Protokot
obejmowat kilka etapéw. Sekwencja kodujaca BRAF (NCBI: NM 004333.5) byla
amplifikowana poprzez RT-PCR. Nastgpnie zostala zwielokrotniona z wykorzystaniem
polimerazy o wysokiej wiernosci amplifikacji (PrimeSTAR Max DNA Polymerase; TaKaRa,
Shiga, Japonia). Do reakcji uzyto specjalnych starterow, ktore umozliwity synteze docelowego
produktu wraz z sekwencjami flankujacymi, ktore zawieraly miejsca cigcia enzymami
restrykcyjnymi. Przygotowana i oczyszczona wstawka oraz plazmid N-Terminal p3XFLAG-
CMV (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) zostaly poddane cigciu przez enzymy
restrykcyjne: Hindlll i Xbal (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) w celu
otrzymania lepkich koncéw. W dalszym etapie przeprowadzono ligacj¢ z wykorzystaniem
zestawu Anza™ T4 DNA Ligase Master Mix (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)

zgodnie z instrukcja dostarczong przez producenta. Kompetentne komorki 5-alpha Escherichia



coli (New England BioLabs, Ipswich, MA, USA) transformowano poprzez technike szoku
termicznego w celu namnozenia uzyskanego plazmidu. Komorki bakteryjne z pojedynczych
kolonii zebranych z plytek agarowych z dodatkiem ampicyliny (100 pg/mL; A&A
Biotechnology, Gdynia, Poland) namnozono w ptynnej pozywce LB z dodatkiem antybiotyku.
Nastepnie plazmidy zostaly wyizolowane oraz poddane sekwencjonowaniu metoda Sangera
(Genomed, Warszawa, Polska) w celu weryfikacji wklonowanej sekwencji kodujacej biatko
BRAF. Mutacje BRAF (D594A, V600E, L537M i E648G) zostaly wygenerowane w kolejnym
etapie za pomocg ukierunkowanej mutagenezy z uzyciem zestawu QuikChange Il Site-Directed
Mutagenesis Kit (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) zgodnie z protokotem
dostarczonym przez producenta. Plazmidy poddano sekwencjonowaniu Sangera w celu

potwierdzenia czy wybrane mutacje BRAF zostaly prawidtowo wprowadzone.

Transfekcja komorek

W celu okreslenia roli wybranych mutacji BRAF, komorki linii THLE-2 i HEK293 byty
transfekowane plazmidem ekspresyjnym N-Terminal p3XFLAG-CMV zawierajacym
sekwencj¢ kodujaca biatko BRAF z nastepujacymi wariantami: BRAF WT, BRAF V600E,
BRAF D594A, BRAF L537M, and BRAF E648G. Ponadto komorki transfekowano plazmidem
bez sekwencji kodujacej BRAF (EM) w celu sprawdzenia czy nie ma on cytotoksycznego
wptywu na funkcjonowanie badanych komoérek. Do transfekcji zastosowano odczynnik X-
tremeGENE™ HP DNA Transfection Reagent (Roche, Mannheim, Niemcy). Komorki w
zaleznosci od dalszej analizy byty transfekowane na ptytkach 6- lub 24-dotkowych zgodnie z

instrukcjg dostarczong przez producenta.

Western blotting

Analiza ekspresji biatek wyizolowanych z transfekowanych komorek byta okreslona za
pomoca techniki western blotting. Biatko ekstrahowano z komoérek THLE-2 i HEK293 za
pomocg 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). Nastepnie oszacowano st¢zenie biatka za pomoca
zestawu Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).
Absorbancja byta mierzona przy dlugosci fali A=562 nm przy uzyciu czytnika Synergy LX
multi-mode reader (BioTek, Winooski, VT, USA). Elektroforeze przeprowadzono w zelu 4-
15% Mini-PROTEAN TGX Gels (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) przy stalym napigciu
wynoszacym 120V przez okoto 1 godz. Rozdzielone biatka przeniesiono na membrange PVDF
(Millipore, Burlington, MA, USA) przy uzyciu transferu mokrego, stosujac state natezenie
pradu wynoszace 150 mA przez 1,5 godz. dla jednego zelu lub 200 mA przez 2 godz. dla dwdch

zeli. Nastgpnie membrana byla blokowana z wykorzystaniem 5% roztworu odtluszczonego



mleka w TBST (ang. Tris-buffered saline with Tween 20, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO,
USA) oraz poddana catonocnej inkubacji w temp. 4°C z nast¢pujacymi przeciwciatami
pierwszorzedowymi: Anti-Flag M2 (BRAF), ERK1/2 (C-9) lub phospho-p44/42 MAPK
(Erk1/2). W kolejnym etapie membrana byta inkubowana z przeciwciatami drugorzedowymi
sprzgzonymi z HRP (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA). Bialka wizualizowano stosujac
odczynniki do detekcji chemiluminescencji (Amersham ECL Western Blotting Analysis
System; GE Healthcare, Chicago, IL, USA) za pomocg czytnika ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA). Gesto$¢ prazkéw oceniono za pomocg oprogramowania ImageJ [4] i
zaprezentowano jako wykres stupkowy okreslajacy wzgledny poziom biatka (krotnos¢ zmiany)
wzgledem gestosci prazkow FLAG (BRAF).

Test gojenia rany (wound healing assay)

Do oceny zmian migracji komorek THLE-2 po transfekcji plazmidami zawierajacymi
mutacje BRAF zastosowano test gojenia ran. Po 6 godz. od transfekcji na pojedynczej warstwie
komorek rosnacych na ptytce 6-dotkowej wykonano ryse. Komorki zostaty utrwalone po 72
godz. za pomoca 4% roztworu PFA (ang. paraformaldehyde, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO,
USA) w PBS przez 15 min. Nastgpnie komorki poddano barwieniu kontrastowemu z
wykorzystaniem roztworu eozyny Y (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) przez 2 minuty
w temperaturze pokojowej. Komorki byly fotografowane z wykorzystaniem mikroskopu

$wietlnego i liczone przy uzyciu oprogramowania ImageJ [4].

Test proliferacji komérkowej (WTS-1 test)

Wptyw wybranych mutacji BRAF na proliferacje¢ komoérek badano przy uzyciu
odczynnika Cell Proliferation Reagent WST-1 (Roche, Mannheim, Niemcy) zgodnie z
instrukcja dostarczong przez producenta. Komorki, transfekowane plazmidem ekspresyjnym
zawierajacym BRAF z badanymi mutacjami, byty poddane testowi po 24 godz. od transfekcji.
Komorki THLE-2 inkubowano z odczynnikiem WST-1 przez 0,5 godz., a nastepnie mierzono
absorbancje przy dtugosci fali A=440 nm za pomocg czytnika Synergy LX (BioTek, Winooski,
VT, USA).

Analiza cyklu komorkowego

Komorki linii THLE-2 poddano analizie zmian cyklu komérkowego po 48 godz. od
transfekcji. Komorki zebrano i utrwalono w 70% metanolu, a nastgpnie zawieszono w PBS
zawierajacym 25 pg/mL RNazy A (A&A Biotechnology, Gdynia, Poland), 50 pg/mL jodku
propidyny (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) oraz 1% BSA (Sigma-Aldrich, Saint Louis,

MO, USA). Nastegpnie komorki inkubowano przez 30 min. w ciemnosci i poddano analizie przy



uzyciu cytometru CytoFLEX (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) z oprogramowaniem
CellQuest. Dalsza analiza byta przeprowadzona z wykorzystaniem programu ModFit LT 4.1
(Verity Software House, Topsham, ME, USA).

Sekwencjonowanie nowej generacji

Sekwencjonowaniu poddano RNA wyizolowane za pomoca RNA extraction kit
NucleoSpin RNA (Macherey-Nagel, Diiren, Germany) z komoérek THLE-2 transfekowanych
plazmidami: 1) p3XFLAG-CMV (plazmid bez wstawki), 2) p3XFLAG-CMV + BRAF WT, 3)
p3XFLAG-CMV + BRAF V600E. Sekwencjonowanie zostalo wykonane przez BGI Genomics
(Shenzhen, Chiny). Otrzymane wyniki byly walidowane poprzez przeprowadzenie reakcji
odwrotnej transkrypcji na tym samym materiale RNA, ktory zostal uzyty do reakcji
sekwencjonowania. Do RT-PCR zastosowano zestaw NG dART RT kit (EURx, Gdansk,
Poland). Nastepnie, w celu okreslenia ekspresji genow przeprowadzono real-time PCR (qPCR)
z uzyciem RT HS-PCR Mix SYBR® C (A&A Biotechnology, Gdynia, Poland) dla dziesigciu
wybranych gendéw. Wyniki byly normalizowane do najbardziej stabilnego genu referencyjnego,

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

Analiza sekwencji

Fragment rejonu o aktywnosci kinazy BRAF zostal porownany w celu okreslenia
zachowania ewolucyjnego sekwencji pomiedzy réznymi gatunkami. Do analizy zastosowano
sekwencje aminokwasowg BRAF nastgpujacych organizméw: 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).

Poroéwnanie zostalo wykonane przy uzyciu programu PRALINE [64].

Analiza $ciezek molekularnych

Wyniki uzyskane z sekwencjonowania BGI RNA-Seq poddano dalszej analizie za
pomocg oprogramowania QIAGEN Ingenuity Pathway Analysis (QIAGEN IPA)
dostarczonego przez Ingenuity Systems [6]. Analiza wynikoéw byla wykonana przy
zastosowaniu korekty Benjamini-Hochberg oraz z uzyciem oprogramowania Cytoscape 3.1.0
z rozszerzeniem ClueGO 2.5.7 [31].

In silico analiza regionu promotora
Miejsca wigzania potencjalnych czynnikéw transkrypcyjnych w promotorach
wybranych genow analizowano przy uzyciu oprogramowania AliBaba2.1 [1, 12] i Eukaryotic

Promoter Database [2].



Analiza statystyczna

Analize statystyczng otrzymanych danych przeprowadzono za pomocg
oprogramowania GraphPad PRISM w wersji 6 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA).
Wpltyw pojedynczych mutacji analizowano za pomoca jednoczynnikowej analizy wariancji
(ANOVA), z zastosowaniem korekty Bonferroniego. Przyjeto nastgpujacy poziom istotnosci
statystycznej: *p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001. Dane przedstawiono w postaci wykreséw
stupkowych opartych na $rednich = SEM Ilub + SD. Wykresy zostaly wykonane za pomocg
oprogramowania GraphPad PRISM 6 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). Mapowanie
odczytow wykonano do genomu z adnotacjami do gendéw i transkryptoéw Homo sapiens hg38
(GRCh38). Wartos¢ ekspresji obliczono w odniesieniu do unikalnych zaliczen, transkryptow
przez milion odczytéw ang. reads per kilobase of transcript per milion of map per reads
(RPKM) - normalizacja wynikéw ekspresji. PorOwnanie statystyczne opieraly si¢ na
wieloczynnikowej analizie wariancji opartej na ujemnym dwumianowym uogélnionym modelu
liniowym. Do poréwnania mie¢dzy grupami zastosowano test Walda. Geny wykazujace
zmieniong ekspresj¢ z p <0,05 i ponad 1,5-krotnymi zmianami uznano za geny wykazujace
istotng r6znic¢. Ponadto jako kryteria r6Znicujace geny o istotnie zmienionej ekspresji przyjeto
warto$¢ wspotczynnika oczekiwanej proporcji bledow I rodzaju wsréd wynikéw istotnych
statystycznie (FDR) <0,05, krotno$¢ zmiany (FC)> 1,5 (zarowno podwyzszona, jak i obnizona

ekspresja ).

WYNIKI

Ewolucyjna analiza sekwencji BRAF

Analiza sekwencji aminokwaséw czeg$ci segmentu aktywacyjnego zlokalizowanego w
domenie kinazy BRAF wykazala wysoki wynik zachowania ewolucyjnego wsrod badanych
gatunkéw. Ponadto porownanie schematu koloréw przedstawione na rycinie 4 potwierdzito
najbardziej konserwatywng ewolucyjnie sekwencje w miejscach mutacji BRAF (D594A,
V600E, L537M, E648G) u wybranych organizméw.
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Rycina 4. Poréwnanie sekwencji aminokwaséw BRAF pomiedzy kilkoma gatunkami ze
wskazaniem miejsc wystepowania badanych mutacji. Analiza zostata wykonana dla gatunkow:
Homo sapiens, Mus musculus, Bos taurus, Danio rerio i Xenopus tropicalis za pomocg oprogramowania
PRALINE. Wyniki sg przedstawione zgodnie ze schematem koloréw. Najbardziej zachowane
ewolucyjnie sg przedstawione kolorem czerwonym.

Poziom ekspresji bialek

Analiza ekspresji biatek wykazata réznice w przewodzeniu sygnatu w obrebie $ciezki
sygnatowej MAPK/ERK w zaleznosci od mutacji BRAF. W badaniu oceniano wptyw wybrane;j
mutacji BRAF na aktywno$¢ kinazy (rycina 5). Poziom fosforylowanego biatka ERK (P-ERK)
w komorkach THLE-2 i HEK239 z nadekspresja BRAF V600E byt podwyzszony w
poréwnaniu z kontrola (BRAF WT), jednak wzrost P-ERK byt wyzszy w komdrkach THLE-2.
Ponadto obserwowano obnizenie poziomu P-ERK w komoérkach THLE-2 i HEK239 z
nadekspresja BRAF E648G 1 BRAF L537M. Poziom P-ERK dla komoérek transfekowanych
BRAF D594A byt rowny w poréwnaniu z BRAF WT w linii komérkowej THLE-2, podczas
gdy w komorkach HEK293 byl obserwowany na obnizonym poziomie. Ekspresja
nieufosforylowanej formy ERK byta rowna we wszystkich badanych wariantach.
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Rycina 5. Poziom ekspresji bialek z wykorzystaniem techniki western blotting. Ekspresja biatek P-
ERK, FLAG (BRAF) i ERK w komorkach THLE-2 (A) i HEK293 (B) z nadekspresja plazmidow:
p3XFLAG-CMV (EM), oraz zawierajacy wstawki: BRAF WT, V600E, E648G, L537M i D594A.
Gestos¢ prazkow okreslono za pomoca programu ImageJ [4]. Poziom ekspresji biatka znormalizowano
do FLAG (BRAF) i przedstawiono jako krotno$¢ zmiany (+ SD). M - marker biatkowy 10-245 kDa.

Analiza migracji komorek

Celem eksperymentu byta ocena zdolnosci migracji komoérek THLE-2 z nadekspresja
mutantow BRAF. Wyniki pokazuja, ze migracja komoérek byla znacznie zwigkszona w
komorkach THLE-2 z nadekspresja BRAF V600E w porownaniu z kontrola (BRAF WT).
Poziom migracji komorek THLE-2 z nadekspresja BRAF D594A, BRAF L537M i BRAF
E648G byly poréwnywalny z kontrola. Ponadto, nie zaobserwowano wptywu plazmidu EM
(bez sekwencji kodujacej BRAF) na zdolno$¢ do migracji komoérek. Przerywane kreski
wskazujg obszar w ktorym wykonana byta rysa. Wyniki przedstawiono jako zdj¢cia wykonane
mikroskopem $wietlnym (rycina 6A) oraz w formie wykresu shlupkowego (rycina 6B)

przedstawiajacego liczbg migrujacych komorek.
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Rycina 6. Test migracji komérek linii THLE-2 z nadekspresja mutacji BRAF. A) Zdjecia migracji
komorek transfekowanych: BRAF WT, D594A, V60OE, L537M, E648G oraz pustym plazmidem (EM).
Skala: 200 um. B) Wykres stupkowy przedstawiajacy liczb¢ migrujacych komorek (= SEM) dla
wszystkich eksperymentalnych grup, n = 3, *** p <0,001.

Ocena proliferacji komorkowej

W badaniu okreslono rol¢ mutacji BRAF w procesie proliferacji komorkowej. Wyniki
wskazuja, ze mutacja BRAF V600E znaczaco zwigkszyla proliferacje hepatocytow w
poréwnaniu z proliferacjg komorek kontrolnych (BRAF WT). Nie zaobserwowano istotnego
efektu w przypadku komorek z nadekspresja BRAF L537M, BRAF D594A i BRAF E648G.
Podobnie, nadekspresja pustego plazmidu (EM) nie wplywata znaczaco na zmiany w
proliferacji komorek linii THLE-2 (rycina 7).

WST-1 cell proliferation assay
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Rycina 7. Wplyw nadekspresji mutacji BRAF na proliferacje komorek THLE-2. Zaobserwowano
istotny wzrost proliferacji komorek THLE-2 z nadekspresja BRAF V600E. Wyniki przedstawiono jako
krotnos¢ zmian znormalizowanych wzgledem proliferacji komoérek kontrolnych (BRAF WT). Analizg
statystyczng przeprowadzono za pomoca ANOVA z korekcja Bonferroniego, n = 3, *** p <0,001.



Wplyw wybranych mutacji BRAF na zmiany w cyklu komorkowym

Analiza cyklu komoérkowego wykazata réznice w rozktadzie poszczegolnych faz cyklu
komoérkowego (rycina 8). Uzyskano nastepujacy procentowy rozklad faz: G1: 59,16%; S:
33,23%, G2: 7,6% dla komérek THLE-2 z nadekspresja plazmidu bez wstawki (EM); G1:
55,97%, S: 33,77%, G2: 10,26% dla komorek THLE-2 transfekowanych BRAF WT; G1:
50,85%, S: 29,87%, G2: 19,28% dla komorek THLE-2 z nadekspresja BRAF V600E.
Wykazano wzrost populacji G2 w komodrkach z nadekspresja BRAF V600E (19,28%) w
porownaniu z BRAF WT (10,26%). Doswiadczenie bylo przeprowadzone w dwoch

niezaleznych powtorzeniach.
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Rycina 8. Rozklad faz cyklu komdérkowego. Analiza FACS komorek THLE-2 z nadekspresja pustego
plazmidu oraz plazmidu z sekwencja BRAF WT i BRAF V600E wykazata roznice w roztozeniu faz
cyklu komérkowego. Wykres stupkowy przedstawia procentowy rozktad faz dla poszczegdlnych grup.
Wyniki eksperymentu wykonanego w dwoch powtdrzeniach nie wykazaty istotnosci statystyczne;j.

Analiza sekwencjonowania transkryptomu (BGl RNA-Seq)
Analiza genow o roznej ekspresji

W wyniku analizy transkryptomu uzyskano grupe genow, ktorych zmieniona ekspresja
moze by¢ zalezna od $ciezki MAPK/ERK zaleznej od BRAF V600E. Na rycinie 9
przedstawiono rozktad analizowanych probek. Analiza glownych sktadowych (ang. principal

component analysis, PCA) wskazuje na duzg powtarzalnos¢ miedzy duplikatami.
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Rycina 9. Analiza gléwnych skladowych (PCA). Rozlozenie punktow wskazuje na wysoka
powtarzalnos¢ analizowanych probek RNA. Punkty odnoszg si¢ do probek RNA wyizolowanych z 1)
komorek THLE-2 transfekowanych plazmidem bez wstawki (czerwony), 2) komoérek THLE-2 z
nadekspresja BRAF WT (zielony), 3) komoérek THLE-2 transfekowanych BRAF V600E (niebieski).

Analiza transkryptomu wykazata wiele genéw o zmienionej ekspresji (ang.
differentially expressed genes, DEGs). W zestawieniu BRAF WT vs EM uzyskano 90 DEGs
(22 z obnizong ekspresja i 68 z podwyzszong ekspresja); w zestawieniu BRAF V600E vs EM
uzyskano 270 DEGs (38 z obnizong ekspresja i 323 z podwyzszong ekspresja); W zestawieniu
BRAF V600E vs BRAF WT uzyskano 306 DEGs (95 z obnizong ekspresja i 211 z
podwyzszong ekspresja). Wyniki przedstawiono w postaci wykresu oraz tabeli (rycina 10).
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g 300+ Comparison | Total no. | Down-regulated | Up-regulated
[=]
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£ - VG00E Vs EM | 270 38 (14%) | 232 (86%)
V600E vs WT 306 95 (31%) 211 (69%)
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Rycina 10. Liczba genéw o zmienionej ekspresji (DEGs) uzyskana w wyniku sekwencjonowania
transkryptomu BGIl RNA-Seq. Przyjeto warto$¢ istotnoS$ci statystycznej wynoszacej p-value cut-off
0,1 z zastosowaniem korekcji Benjamini-Hochberga.



Analiza transkryptomu wykazata 436 gendw o istotnie réznej ekspresji we wszystkich
warunkach eksperymentalnych. Liczbe DEGs rozdzielong pomiedzy poszczegdlnymi
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.

V60O0E vs WT
87
(20%)
54 159
(124%) ¢ (36.5%)
(1.4%)
25 5 100
5.7% 22.9%
(5-7%) (1.1%) (22.9%)
WT vs EM V600E vs EM

Rycina 11. Liczba genow 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. Nakladajace si¢ czgsci kot wskazuja liczbe genow wspolnych dla poszczegolnych grup.

Ponadto, zgrupowane geny zostaly przedstawione w postaci heat-mapy (rycina 12).
Kolumny przedstawiaja probki w zestawieniach (BRAF WT vs EM, BRAF V600E vs EM,
BRAF V600E vs BRAF WT), podczas gdy w kazdy wiersz reprezentuje pojedynczy gen. DEGs
sg zaznaczone kolorem niebieskim. Lista genéw z najbardziej podwyzszong oraz z najbardziej

obnizong ekspresja jest przedstawiona w tabeli 1.
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Rycina 12. Heat-mapa wszystkich genéw o zroznicowanej ekspresji. Stupki po lewej stronie
przedstawiaja geny o istotnie zroznicowanej ekspresji. Niebieski odcien skali wskazuje geny o
najwickszym poziomie zmian w badanych zestawieniach. BRAF i BRAFP1 (ang. BRAF pseudogen 1)
s przedstawione jako niebieski stupek.

Tabela 1. Lista genow o najbardziej podwyzszonej oraz obnizonej ekspresji. Wyniki przedstawiono
jako krotno$¢ 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 CMPK?2 -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 HERCS -0.342

Walidacja wynikow RNA-seq przy uzyciu qPCR

Otrzymane wyniki potwierdzity kierunek zmian dla wigkszosci wybranych gendow.
Podobne zmiany ekspresji genow zostaly stwierdzone dla nastepujacych genéw: 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 wykazaty, iz NEXN (ang. nexilin F-actin binding protein) i LCN2 (ang.
lipocalin 2) wykazuja obnizong ekspresj¢, podczas gdy nie zostato to zaobserwowane stosujac
technike qPCR. Ponadto, podwyzszony poziom ekspresji MMP10 (ang. matrix
metallopeptidase 10) otrzymano uzywajac tych dwoch metod, jednakze nie byt on na
porownywalnym poziomie. W celu normalizacji ekspresji genéw sprawdzono ekspresje dwoch
genow: GAPDH (ang. glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) i B2M (ang. beta-2-
microglobulin. Ostatecznie, B2M zostal uzyty jako gen referencyjny, ze wzglgdu na wysoka

stabilno$¢ we wszystkich analizowanych probkach (rycina 13).
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Rycina 13. Walidacja wynikow otrzymanych z RNA-seq za pomocg qPCR. Analize
przeprowadzono dla 10 genow o roznej ekspresji. Czarne stupki przedstawiaja wyniki uzyskane z RNA-
seq, szare za$ odpowiadajg wynikom otrzymanych z qPCR. Wykresy przedstawione sg jako $rednie (+
SEM) i zostaly wykonane w dwdch powtdrzeniach.



Analiza Sciezek kanonicznych

Geny o istotnie zréznicowanej ekspresji zostaty przypisane do $ciezek kanonicznych, w
celu potencjalnej oceny ich wptywu na poszczegdlne procesy i funkcje komorki. Rycina 14
przedstawia najbardziej rozregulowane $ciezki dla wszystkich badanych grup. Szczegoélnie
biorgc pod uwage zestawienie BRAF V600W vs BRAF WT mozna stwierdzi¢, iz do najbardziej
zmienionych szlakow zalicza si¢ sygnalizacja zwigzana z interferonem, adhezja i diapedeza
granulocytow I agranulocytow, hamowaniem dzialania metaloproteinaz macierzy, prezentacja
antygenow, ktore sg kluczowymi szlakami w regulacji odporno$ci, stanéw zapalnych,
proliferacji 1 migracji komoérek. Ponadto wskazano, na aktywacj¢ procesow zwigzanych z

patogeneza watroby takich jak np. zwldknienie watroby.
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Rycina 14. Najbardziej rozregulowane $ciezki kanoniczne w badanych grupach.



Analiza zmienionych $ciezek sygnalowych

Geny o istotnie zroznicowanej ekspresji w zestawieniu BRAF V600E vs BRAF WT
poddano analizie bioinformatycznej tzw. ,,analizy wzbogacenia zbioréw genéw” (ang. gene set
enrichment analysis), ktorej celem bylo zmapowanie danych z ekspresji genéw na sieci
zaleznosci biologicznych oraz interakcji miedzy genami a procesami biologicznymi. W wyniku
przeprowadzonych analiz zidentyfikowano i opracowano sie¢ odziatywujacych na siebie
sciezek sygnatowych i metabolicznych takich jak: sygnalizacja zwigzana z interferonem,
cytokinami, metaloproteinazami macierzy zewnatrzkomorkowej, rozwojem $rodbtonka czy tez

odpowiedzig przeciwwirusowg (rycina 15).
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Rycina 15. Analiza sieciowa Cytoscape-ClueGo genéw o podwyzszonej (niebieski) i obnizonej
(czerwony) ekspresji. A) Nadekspresja BRAF V600E w komoérkach THLE-2 wptywa na szlaki
sygnatowe zalezne od interferonu i metaloproteinazy. B) Analiza wykazata, iz rozregulowane geny
zaangazowane s3a w rozwdj srodblonka i odpowiedz przeciwwirusowsg. C) Aktywacja szlaku
sygnalowego IL-17 przy jednoczesnym obnizeniu aktywnosci szlaku odpowiedzi na infekcj¢ wirusowa
i produkcje cytokin.



Analiza ekspresji gendw w komérkach THLE-2 z nadekspresja mutacji BRAF

Na podstawie wynikow uzyskanych w RNA-seq zbadano poziom ekspresji genow
(BRAF, BMP6, IL1B, TBX21, MMP10, i SERPIND1) w komoérkach THLE-2 z nadekspresja
mutacji BRAF (D594A, V600E, L537M, E648G) (rycina 16). Ekspresja mRNA BRAF
utrzymywata si¢ podobnym poziomie dla wszystkich mutacji BRAF i BRAF WT, co wskazuje
na réwng wydajnos$¢ transfekcji we wszystkich grupach eksperymentalnych. Ponadto, nie
zaobserwowano wpltywu plazmidu bez wstawki (EMPTY) na zmiany ekspresji BRAF w
komorkach THLE-2. Poziom ekspresji genow: BMPG6, IL1B, TBX21, MMP10, i SERPIND1 byt
znaczaco podwyzszony w hepatocytach z nadekspresja BRAF V600E, podczas gdy inne

mutacje BRAF nie wptywaty znaczgco na zmiany ekspresji wymienionych genow.
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Rycina 16. Wplyw mutacji BRAF na ekspresje wybranych genéw. Wyniki przedstawiono jako
krotno$¢ zmiany w poréwnaniu do kontroli (BRAF WT) £+ SEM. Poziom ekspresji genow byt
normalizowany do genu referencyjnego B2M. Analize statystyczng przeprowadzono z zastosowaniem
AVOVA z korekcja Bonferroniego, n = 3, ** p <0,01, *** p <0,001.

Analiza potencjalnych miejsc wigzania czynnikéw transkrypcyjnych w rejonach
promotorowych wybranych genow

Sciezka sygnatowa MAPK/ERK aktywuje czynniki transkrypcyjne np. ELK1, ¢-FOS,
c-MYC, ETS1i SP1[13, 107, 124], ktére nastgpnie wptywaja na ekspresj¢ docelowych genéw
poprzez interakcje z sekwencja znajdujaca si¢ promotorze danego genu [16, 17, 48, 75, 140].
Nadekspresja BRAF V600E znaczaco zwigkszyta ekspresje kilkudziesigciu gendw w
komorkach THLE-2. Analiza in silico wykazata, ze sekwencje w promotorach genéw o
najwyzszym poziomie ekspresji moga by¢ miejscem wigzania biatek: c-FOS, ETS1 i SP1
(tabela 2). Analiza ta wykazata ztozono$¢ potencjalnych mechanizmoéw, za pomoca ktérych

sciezka MAPK/ERK kontroluje ekspresje genow.

Tabela 12. Identyfikacja miejsc wigzania czynnikow transkrypcyjnych w obrebie sekwencji
promotora wybranych genow.

Gene Transcription factor
Promoter c-Myc c-Fos | Elk-1 | ETS1 | sP1
BMP6 X X x x
TBX21 X x X x
IL1B x X x
SERPIND1 X x
MMP10 X x x
COL5A3 X x x
ADAMTS18 X X x
IL33 X X
LRRC15 X x x
TAGLN3 X x x
ESM1 X X x




DYSKUSJA

Nagromadzenie mutacji w genach, takich jak geny supresji nowotworowej lub
protoonkogeny, znaczaco wptywaja na homeostaz¢ komorkowsg. Nieprawidlowosci w
mechanizmach kontrolujacych proliferacj¢ komorkowa, mogg przyczyniaé¢ si¢ do znacznego
przyspieszenia wzrostu i podzialdow komoérkowych, na skutek utraty wrazliwosci na sygnaty
zewnatrzkomoérkowe i mechanizmy ich regulacji [37]. Za pomoca kompleksowowej analizy
DNA pochodzacego z probek raka watroby (raka watrobowokomorkowego zwigzanego z
wirusem) zidentyfikowano nowe i rzadkie mutacje w genie BRAF, a takze czgsto wystepujace
w innych typach nowotworu mutacje BRAF V600E [98]. Dotychczas nie zostat zbadany wptyw
tych mutacji na proces rozwoju raka watroby. W naszych badaniach wykazano kancerogenny
wplyw mutacji BRAF V600E na hepatocyty linii THLE-2. Ponadto zidentyfikowalismy geny
potencjalnie regulowane przez szlak sygnalowy MAPK/ERK zalezny od BRAF V600E.
Analiza funkcjonalna pozwolita wykaza¢, ze mutacje BRAF L537M, D594A i E648G nie
wywotujg efektu patologicznego w komorkach watroby linii THLE-2.

Nieprawidlowe dzialanie onkogenu BRAF moze wptywac¢ na rozwoj raka [135].
Najczgstsza zmiang zwigzang z rozwojem réznych nowotwordow jest mutacja BRAF V600E
[77,113]. Ze wzgledu na fakt, ze ta mutacja zostala po raz pierwszy zidentyfikowana u pacjenta
z rakiem watroby, zbadali$my jej wplyw na funkcjonowanie hepatocytow linii THLE-2, jak
réwniez okreslilismy role innych mutacji BRAF, takich jak L537M, D594A, czy tez E648G.

Konstytutywna aktywacja $ciezki MAPK/ERK zalezna od mutacji BRAF V600E byla
badana u roznych zwierzat. Guzy obserwowane u psow wykazuja znaczne podobienstwo do
ludzkich pod wzgledem cech histopatologicznych, zdolnosci do przerzutow, heterogennos$ci
guza i odpowiedzi na terapi¢ [89]. Ponadto sekwencja aminokwasOw jest wysoce
konserwatywna ewolucyjnie mi¢dzy ludzmi i psami [95]. BRAF V450E (lub V595E, zaleznie
od sekwencji referencyjnej) u pséw odpowiada ludzkiemu V600E i podobnie wywotuje silng
aktywacje Sciezki sygnalowej MAPK/ERK. Do nowotworéw spotykanych u psow ze
stwierdzong mutacja BRAF V450E zalicza si¢ czerniaka ztosliwego, raka nabtonka drog
moczowych i gruczotu krokowego, guzy moézgu, nowotwory uktadu krwiotworczego i tarczycy
[63, 94, 121]. Jednakze nie zostaty przeprowadzone badania, potwierdzajace wplyw tej mutacji
na rozwoj wyzej wymienionych nowotworow, co jest rowniez warte rozwazenia. Nasza analiza
sekwencji aminokwasow regionu domeny kinazy ujawnila wysoka konserwacje ewolucyjna
wsérod wielu organizméw. Najwyzszy wynik zgodnosci sekwencji aminokwaséw BRAF
wskazuje na kluczowa role tej kinazy w regulacji procesow komoérkowych.

BRAF jest kinaza serynowo-treoninowa i jednoczes$nie jednym z glownych biatek
szlaku sygnatowego MAPK/ERK, ktory reguluje proliferacjg, wzrost i przezycie komorek [27].

Zaburzenia funkcjonowania tej kaskady biatkowej sg jednym z gtéwnych przyczyn rozwoju



wielu typow raka [111]. Mutacje BRAF wplywaja na aktywnos¢ kinazy, co z kolei skutkuje
zaburzeniami w funkcjonowaniu dalszych biatek tego szlaku. Aktywny (fosforylowany) ERK,
jako koncowy element szlaku MAPK/ERK aktywuje wiele genéw docelowych w jadrze, jak i
w innych organellach komorkowych (rycina 17) [69].
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Rycina 17. Szlak sygnalu MAPK/ERK w progresji nowotworu. Czynniki transkrypcyjne (TFs) sa
aktywowane przez P-ERK w jadrze komoérkowym i cytoplazmie, skad sg transportowane w postaci
aktywnej do jadra komorkowego. Nieprawidtowa aktywnos¢ MAPK/ERK spowodowana mutacja
BRAF lub RAS aktywuje geny wywotujace raka [142].

W naszych badaniach stwierdzono wysoka ekspresj¢ fosforylowanej formy ERK w
komorkach THLE-2 z nadekspresja BRAF V600E. Wyniki te potwierdzaja, ze mutacja BRAF
V600E silnie aktywuje szlak sygnalowy MAPK/ERK w hepatocytach. Konstytutywng
aktywacje tej Sciezki stwierdzono w wielu przypadkach czerniaka ztosliwego, raka jelita
grubego, brodawkowatego tarczycy, gruczolakoraka ptuc i innych typach nowotworow [26, 28,
70, 80, 83]. Nasze wyniki badan sg zgodne rezultatami innych grup badawczych i sugeruja, ze
mutacja BRAF V600E moze by¢ uwazana jako czynnik ryzyka w rozwoju raka watroby. W
przyjetym przez nas modelu badawczym mutacje BRAF L537M i E648G powodowaty
obnizenie aktywnosci $ciezki sygnalowej MAPK/ERK. Biorgc pod uwage fakt, ze mutacje
BRAF L537M, D594A i E648G nie wplywaja na wzrost i migracje komorek oraz nie



zwigkszaja poziomu fosforylacji ERK, mozemy stwierdzi¢, Ze nie s3a one patogenne w
przypadku raka watroby. Jednakze, dalsze szczegd6towe badania sg niezbedne.

Mutacje BRAF w kodonie 594, a takze 596 zidentyfikowano u pacjentow 2z
przerzutowym rakiem jelita grubego, jak réwniez ze szpiczakiem mnogim i
niedrobnokomoérkowym rakiem phuc [97, 133]. W naszych badaniach mutacja BRAF D594A,
w przeciwienstwie do BRAF V600E nie nasilata fosforylacji ERK w hepatocytach i komoérkach
HEK293. Inna grupa badawcza wykazala, ze mutacja D594A BRAF rozni si¢ istotnie od
V600E pod wzgledem cech molekularnych, patologicznych i klinicznych, dajac jednoczesnie
lepsze rokowanie i dtuzsze przezycie pacjentow [88]. Wyniki innych badan z wykorzystaniem
mysiego modelu czerniaka udowodnity, ze mutacja BRAF D594A ostabia aktywnos¢ kinazy i
przyczynia si¢ do rozwoju guza przy jednoczesnym wystepowaniu onkogennej mutacji RAS.
Wyniki tych badan wykazaly ztlozonos¢ transdukceji sygnalu w obrebie $ciezki MAPK/ERK 1
podkreslity istotnos¢ zrozumienia tego mechanizmu w praktyce klinicznej [59]. Mutacje w
segmencie aktywacyjnym (loci 564 i 596) powoduja zmiany w prawidlowej konformacji
biatka, ktora jest kluczowa dla zakotwiczenia ATP [58]. Zmiany w kodonie 594 nalezg do
trzeciej klasy mutacji BRAF i powoduja obnizenie aktywno$ci kinazy [109]. Jednakze w
naszych badaniach mutacja BRAF D594 A nie zmienita ekspresji P-ERK, wzrostu i migracji w
komorkach THLE-2, co sugeruje, ze nie jest ona patogenna w komorkach watroby. Mutacje
BRAF L537M i BRAF E648G zidentyfikowano po raz pierwszy i nie ma badan opisujacych
ich funkcje.

Komorki rakowe wykazuja podwyzszong zdolnos¢ do migracji i tworzenia przerzutow.
Jest to obserwowane podczas gdy pojedyncze komorki odrywajg sie¢ od guza pierwotnego,
przemieszczajg si¢ przez naczynia limfatyczne 1 krwiono$ne, a nastepnie osiadajg w nowym
miejscu W organizmie, tworzac guzy wtorne [47]. Zdolnos¢ do ruchu komorek zalezy od
kinetyki cytoszkieletu i receptorow zlokalizowanych na ich powierzchni [30]. Komorki rakowe
wykorzystuja te same mechanizmy migracji, co prawidtowe komorki, jednak sg zdolne do
omijania restrykcyjnych systeméw kontroli komoérkowych [33]. Dlatego tez zwigkszona
migracja komorek jest jednym z parametréow definiujacych komorki rakowe [47]. W naszych
badaniach okreslono wptyw wybranych mutacji BRAF na migracj¢ komodrek. Zauwazono, ze
mutacja BRAF V600E zwickszaly migracje komorek, w przeciwienstwie do BRAF L537M,
D594A i E648G. Podobny efekt byt obserwowany przez inne grupy badawcze, gdzie
zwigkszony wskaznik migracji byl stwierdzony w komodrkowym modelu raka tarczycy,
niosgcych mutacje BRAF V600E [143]. Ponadto, zahamowanie aktywnosci BRAF V600E
zmniejszyto inwazyjno$¢ komorek oraz przerzuty w mysim modelu anaplastycznego raka
tarczycy [73, 98].



Zdrowe komorki roznig si¢ istotnie od komorek nowotworowych pod wzgledem
regulacji proceséw komorkowych [42]. Sygnaly s3a odbierane z zewnetrznego $rodowiska
komorki poprzez wigzanie mitogenow do receptorow transbtonowych i dalsze przekazywanie
informacji do efektorow docelowych. Komorki nowotworowe wykazuja wysoki wskaznik
proliferacji niezalezny od bodzcow zewnetrznych [19]. Jednakze obserwowano rowniez utrate
zdolnosci do proliferacji w komorkach rakowych. Jest to zwigzane ze spadkiem tempa syntezy
bialek w retikulum endoplazmatycznym i aparacie Golgiego [42]. W naszych badaniach
poziom proliferacji zostal zbadany jako jedna z gléwnych cech definiujacych komorki
nowotworowe. Wysoka proliferacj¢ wykazywaty hepatocyty z nadekspresja BRAF V600E,
podczas gdy dla pozostatych badanych mutacji BRAF poziom ten byt poréwnywalny do
proliferacji komorek kontrolnych. Liczne badania wskazuja na podobny efekt w przypadku
réznych typéw komorek rakowych niosgcych mutacje BRAF V60OE [44, 54, 62].

Oprocz tego ocenialiSmy wplyw nadekspresji BRAF V600E na zmiany w fazach cyklu
komorkowego. Wiadome jest, ze BRAF V600E konstytutywnie aktywuje szlak MAPK/ERK,
ktory jest kluczowym regulatorem cyklu i wzrostu komorek [38]. W naszym badaniu
wykazano, ze mutacja BRAF V600E wplywata na zmiany w cyklu komorkowym, poprzez
zwigkszenie populacji komoérek linii THLE-2 bedacych w fazie G2 w poréwnaniu do komorek
kontrolnych. W fazie tej komorki przygotowuja si¢ do wejscia w mitoze poprzez intensywng
syntezg biatek i szybki wzrost komorek [22]. Z innych badan wynika, ze zablokowanie
aktywnosci ERK1/2 przez leki celowane (np. wemurafenib) wykazato zmniejszenie proliferacji
komorek i zatrzymanie cyklu komorkowego w fazie Gl [43, 51]. Wemurafenib hamuje
proliferacj¢ komoérek u chorych cierpiacych na czerniaka z mutacja BRAF V600E [92], co
sugeruje terapeutyczne zastosowanie wemurafenibu réwniez u chorych na raka watroby,
posiadajacych ta mutacje.

Nasze badania wykazaly, ze mutacja BRAF V600E wptywa na fenotyp prawidlowych
hepatocytow. Mozna zatem stwierdzi¢, iz podobnie jak w innych nowotworach mutacja BRAF
V600E jest onkogenna niezaleznie od typu komorki [72]. Szlak sygnatowy MAPK/ERK jest
konstytutywnie aktywny w okoto 30% wszystkich typow nowotworow [40]. Ze wzgledu na to,
ze ta kaskada reguluje wiele procesow komorkowych, wazne jest, aby zidentyfikowaé jej
docelowe geny oraz ich funkcje w rozwoju raka. Jednak geny regulowane przez MAPK/ERK
o zwigkszonej aktywacji s3 w duzej mierze nieznane. W komorkach THLE-2 z nadekspresja
BRAF VG600E stwierdziliSmy zroéznicowanag ekspresje genéw w poroéwnaniu do ekspresji
komorek kontrolnych. ZidentyfikowaliSmy 436 gendw o istotnie zrdznicowane]j ekspresji.
Jednym z genow o zwigkszonej ekspresji byt BMP6, ktory to jest regulatorem wielu procesow
komorkowych, takich jak homeostaza zelaza, rozwoj kosci i tkanki ttuszczowej [55, 84].

Mutacje w mysim genie Bmp6 sa zwigzane z nadmiernym odktadaniem zelazem w narzadach,



w tym watrobie [57]. Ponadto stwierdzono, ze nadekspresja BMP6 w komorkach raka prostaty
sprzyja migracji i inwazyjnosci [50]. Podobne wyniki uzyskano dla komorek raka piersi, gdzie
zwigkszona ekspresja BMP6 byla zwigzane z przerzutami guza [46]. Zgodnie z danymi
prezentowanymi przez Atlas Genomu Raka, w probkach raka watroby stwierdzono wysoki lub
$redni poziom ekspresji BMP6. Ponadto pacjenci z rakiem watroby i wysoka ekspresja BMP6
wykazuja zmniejszong przezywalno$¢ w porownaniu z pacjentami z niska ekspresja tego genu
[3]. W mysim modelu czerniaka niedobor Bmp6 wigze si¢ ze znacznym zmniejszeniem tempa
rozwoju guza [127]. Podobnie do tych badan, obserwowaliSmy podwyzszony poziom BMP6 w
hepatocytach z nadekspresja BRAF V600E, podczas gdy inne mutacje BRAF (L537M, D594A
I E648G) nie zmieniaty jego ekspresji.

Innym zidentyfikowanym w naszych badaniach genem o zwigkszonej ekspresji byt
SERPIND1. SERPIND1 nalezy do rodziny wysoce konserwatywnych inhibitorow proteaz
serynowych i jest syntetyzowany w hepatocytach i w cholangiocytach watroby oraz w
makrofagach [3, 99, 122]. Nadekspresja tego genu zostala zidentyfikowana w niektorych
typach nowotworow. Pacjenci z niedrobnokomoérkowym rakiem ptuc (NSCLC) i jednoczes$nie
podwyzszonym poziomem SERPIND1 wykazywali krotszy wskaznik przezycia niz pacjenci z
nizszym jego poziomem [91]. Zmniejszong ilo§¢ SERPIND1 wykryto u pacjentow z rakiem
prostaty i ptuc po leczeniu chemioterapig. Fakt ten moze stuzy¢ jako wskaznik skutecznosci
leczenia [74]. Ponadto, podwyzszong ekspresjc SERPIND1 wykryto w przypadku
wystepowania raka watrobowokomorkowego, raka jelita grubego, szpiczaka mnogiego, raka
piersi i innych nowotworéw ztosliwych [3, 99]. W NSCLC wysoka ekspresja SERPIND1
zwigksza migracje komorek poprzez tworzenie pseudopodiow w komorkach nowotworowych
[99]. Inna grupa badawcza wykazata w komorkowym modelu raka jajnika, ze SERPIND1
wplywa na wzrost proliferacji komorek. Ponadto wysunieto wniosek, ze poziom ekspresji
SERPIND1 moze by¢ stosowany jako biomarker do diagnozowania pacjentéw z ostra biataczka
limfoblastyczng (B-komorkowa) [99].

Oprécz tego wykazalismy, ze podwyzszony poziom TBX21 w hepatocytach z
nadekspresja BRAF V600E. TBX21 jest czynnikiem transkrypcyjnym odpowiedzialnym za
procesy rozwojowe i regulacje ekspresji cytokin Thl i interferonu gamma (IFNG) [117]. W
innych badaniach zostalo stwierdzone, ze wysoka ekspresja TBX21 jest zwigzana ze ztym
rokowaniem pacjentow z rakiem piersi i gruczolakorakiem ptuc [85, 117].

Rola MMP10 w progresji nowotworowej oraz w procesie powstawania przerzutow byta
badana w wielu typach nowotworow. Zidentyfikowano istotnie zwigkszona ekspresje MMP10
np. w raku skory, okreznicy, ptuc, czy tez w raku szyjki macicy [20, 49, 86, 101]. W badaniach
z wykorzystaniem mysiego modelu HCC wykazano, ze MMP10 byto aktywowane przez szlak
MAPK/ERK oraz 0§ CXCR4/SDF1 (ang. C-X-C chemokine receptor-4/stromal-derived factor-



1), co przyczynito si¢ do rozwoju HCC i tworzenia przerzutow [90]. W naszych badaniach
rowniez zaobserwowaliSmy podwyzszony poziom ekspresji MMP10, ale tylko w komoérkach
THLE-2 z nadekspresja mutacji BRAF V600E, co moze sugerowaé, ze ta mutacja jest silnie
zwigzana ze ztosliwg transformacjg hepatocytow.

Rola IL1B jako czynnika odpowiedzi zapalnej jest znana w kontekscie regulacji réznych
procesow komorkowych, takich jak proliferacja, migracja i apoptoza. Jednak wiele badan
wskazuje na rolg IL1B w nowotworach, polegajaca na wspomaganiu komorek supresorowych
pochodzenia szpikowego oraz procesu angiogenezy, czy tez aktywacji komorek $rodbtonka i
immunosupresyjnej aktywnosci makrofagéw zwigzanych z guzem (TAM) [114]. W naszych
badaniach wykazalismy, ze zwigkszona ekspresja IL1B jest zwigzana z nadekspresja BRAF
V600E w komodrkach THLE-2. Podobnie, podwyzszony poziom IL1B zostal zidentyfikowany
w roéznych guzach litych, w tym np. w raku ptuc, okreznicy, piersi, jak rowniez w czerniaku
[14, 29, 96, 141]. Badania in vitro z wykorzystaniem melanocytéw oraz modelu czerniaka
wykazaty, ze transkrypcja IL1B jest indukowana mutacja BRAF V600E. Efekt ten moze by¢
blokowany przez zastosowanie wemurafenibu [71]. W naszych badaniach analiza ekspresji
genoéw wykazata podobny profil ekspresji genow, jaki jest obserwowanych w innych typach
nowotworow z mutacja BRAF V600E.

Przeprowadzone przez nas sekwencjonowanie NGS transkryptomu hepatocytow z
nadekspresja BRAF V600E, pozwolito na wskazanie szeregu DEGs. Zbadanie interakcji
migdzy tymi genami umozliwilo nam zidentyfikowaé szlaki o najbardziej zmienionych
ekspresjach. Jednym z nich byt szlak sygnalizacji interferonu (IFN). Biatka IFN to grupa
czynnikow sygnatowych wytwarzanych przez komorki w celu aktywacji ochrony przed
réoznymi zaburzeniami wynikajagcymi  z inwazji  wirusOw lub rozwoju komorek
nowotworowych. IFN moga bezposrednio przyczynia¢ si¢ do walki z rakiem lub posrednio
aktywowac i kierowa¢ uktad odpornosciowy do komoérek nowotworowych [132]. Mutacja
BRAF V600E wplywa na obnizenie przekazywania sygnalu zaleznego od IFN-alpha oraz
ekspresji receptora IFNAR1 (ang. IFN-alpha receptor-1) [100, 104]. W naszych badaniach
rowniez obserwowali$my zmniejszong aktywnos$¢ szlaku zaleznego od interferonu, a takze
podwyzszong ekspresj¢ metaloproteinaz. Macierz zewnatrzkomérkowa (ang. extracellular
matrix, ECM) ksztaltuje srodowisko komorkowe i tkankowe, podczas gdy MMPs wykazujace
aktywno$¢ proteolityczng, biorg udziat w przebudowie ECM [139]. Zaburzenia w strukturze i
komponentach ECM sa nieodtagcznym elementem wzrostu guza, co zwigksza tempo migracji
komorek poprzez utrate ich adhezji i unaczynienie guza [116]. W komoérkach prawidlowych
sciezka MAPK/ERK kontroluje ekspresje genow MMPs. W guzach z mutacja BRAF V600E
obserwuje si¢ znaczng nadekspresj¢ MMP9 [115]. Istnieje powigzanie miedzy tymi dwiema
grupami zaangazowanymi w sygnalizacje cytokin takie jak geny CXCL10, IL33, CCL5. W



przyjetym przez nas modelu obserwujemy nadekspresj¢ 1L33. Wiadome jest, iz 1L33 bierze
udziat w rozwoju wielu choréb, takich jak cukrzyca i alergie. Ostatnie badania pokazaty, ze
IL33 wykazuje zalezne od tkanek dzialanie pro-nowotworowe, w tym promowanie
angiogenezy, przebudow¢ ECM i znaczacy wplyw na ekspresj¢ innych cytokin [123].
Obserwacje te sugeruja, ze analizowane przez nas geny (CXCL10, IL33, CCL5) moga
negatywnie modulowaé $ciezke sygnalizacyjng interferonu i zwigkszaé ekspresje
metaloproteinaz. Sprawdzenie efektu wyciszenia lub wzmocnienia ekspresji tych genow
mogloby by¢ interesujace w dalszych badaniach nad rozwojem raka watroby.

Ponadto, nasza dalsza analiza sieci wykazata, ze geny IL1B, CLDN5 (ang. claudin-5),
and PDE2A (ang. phosphodiesterase 2A) sa rowniez zaangazowane w rozwoj srodbtonka. W
przebiegu nowotworu ztosliwego obserwuje si¢ wzrost ekspresji czynnikéw proangiogennych,
co z kolei skutkuje silnym unaczynieniem guza [11, 134]. Dlatego tez, mutacja BRAF V600E
wyzwala znaczace zmiany w sieci transkrypcyjnej promujace wzrost guza i jego dalsze
przerzuty. Nasze badania wykazaly, ze mutacja BRAF V600E moze by¢ uznana za czynnik
wysokiego ryzyka w raku watroby. Analiza promotorow przypuszczalnych gendw docelowych
dla $ciezki sygnalizacyjnej zaleznej od BRAF V600E wykazata, ze moga by¢ one kontrolowane
przez biatka ETS1, SP1 i c-FOS.

Zastosowanie terapii skierowanej na konkretne biatko szlaku sygnalowego,
zaangazowanego w rozwoj raka watroby moze potencjalnie skutkowaé¢ mniejsza liczba
skutkéw ubocznych. Poszczegolne biatka $ciezki MAPK/ERK sg od wielu lat sg intensywnie
badane pod katem hamowania progresji nowotworowej [112, 126]. Konieczne sg jednak dalsze
badania w celu potwierdzenia roli zidentyfikowanych czynnikéw w rozwoju raka watroby z

wspotistniejacg mutacja BRAF V600E.

WNIOSKI
Na podstawie przeprowadzonych badan i analiz wysuni¢to nast¢pujace wnioski:
* Mutacje BRAF L537M, E648G i D594A nie wykazuja istotnego, funkcjonalnego wptywu

na szlak sygnatowy MAPK/ERK oraz nie sa kancerogenne dla hepatocytow linii THLE-2.

» Mutacja BRAF V600E moze by¢ uznana za jeden z czynnikow wywotujagcych HCC

poprzez aktywacj¢ ERK i zmiany na poziomie transkryptomu hepatocytow.

= Nadekspresja BRAF V600E powoduje istotne zmiany w profilu ekspresji wybranych
genow w hepatocytach, podobnie jak w nowotworach innych tkanek i narzadoéw

zawierajacych t¢ mutacje.



Terapia oparta na hamowaniu szlaku sygnalowego zaleznego od BRAF V600E moglaby

by¢ zastosowana u pacjentow z rakiem watroby, bedacych nosicielami tej mutacji.
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