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Streszczenie

Witamina D3 wykazuje szerokie spektrum dziatan biologicznych, ktore zwiazane
sg m.in. z funkcjonowaniem gospodarki wapniowo-fosforanowej oraz z funkcjonowaniem
uktadu odporno$ciowego. Dziatanie hormonalnie aktywnej formy tej witaminy, nazywanej
kalcytriolem, wyraza si¢ poprzez aktywacje receptora jadrowego, nalezacego do nadrodziny
receptorow steroidowych. Receptor witaminy D (ang. Vitamin D Receptor, VDR)
odpowiada za kontrol¢ ekspresji wielu genéw, a najnowsze badania wskazuja na zwigzek
miedzy poziomem ekspresji tego receptora i rokowaniem u pacjentdéw z ostrg biataczka
szpikowa. Przeciwnowotworowe dziatanie witaminy D3, zwigzane z dziataniem jej
wewnatrzkomorkowego receptora, polega na uruchomieniu procesu réznicowania komorek
nowotworowych. Wplyw sygnalizacji VDR na komorki biataczkowe jest dobrze
udokumentowany, ale jej znaczenie w procesie prawidlowej hematopoezy pozostaje wcigz
stabo poznane. Cho¢ badania potwierdzaja obecnos¢ tego receptora w komorkach krwi,
wiedza o pelnionej przez niego funkcji jest bardzo ograniczona. Nieznany jest takze sam
sposob regulacji ekspresji genu VDR w procesie krwiotworzenia.

Celem podjetych badan bylo poznanie mechanizméw odpowiadajacych za proces
regulacji ekspresji genu receptora witaminy D w procesie hematopoezy. Prace prowadzono
na mysim modelu badawczym, ktéry stanowi najczesciej stosowany model do badan nad
ludzka hematopoeza. W ramach przeprowadzonych prac zidentyfikowano promotor genu
VDR wykorzystywany w komorkach krwi. Ustalono warianty konca 5” i wyznaczono punkty
startu transkrypcji genu VDR. Wyznaczono profil ekspresji genu VDR w mysich komorkach
krwi, auzyskane wyniki potwierdzilty hipoteze postulujaca, iz aktywny transkrypcyjnie
VDR jest obecny nie tylko w niektorych zréznicowanych komorkach krwi, ale takze
W hematopoetycznych komodrkach macierzystych 1 progenitorowych. Ustalono wzor
metylacji promotora badanego genu oraz podjeto pierwsza probg okreslenia elementow
regulatorowych odpowiadajacych za wigzanie receptora VDR w obrgbie locus VDR.

Uzyskane wyniki umozliwiajg analize porownawcza mechanizméw regulacyjnych
charakterystycznych dla prawidlowych komoérek hematopoetycznych z danymi dotyczacymi
komorek nowotworowych. Umozliwia to ustalenie, ktére z obserwowanych zjawisk
stanowig fizjologiczng norme, a ktére Swiadczg o zainicjowaniu procesOw nowotworowych

w komorkach krwi.






Abstract

Vitamin D3 shows a wide range of biological activities related to the functioning
of the calcium-phosphate metabolism and the proper functioning of the immune system.
The activity of vitamin D3 is related to the activation of the nuclear receptor, which belongs
to the group of steroid receptors. The vitamin D receptor is responsible for the control
of the expression of many genes. Moreover, the latest research indicates a connection
between the level of this receptor expression and the prognosis in patients with acute myeloid
leukaemia. The anticancer effect of vitamin Ds, which is related to the activity of its
intracellular receptor, is based on the activation of the process of the cancer cells
differentiation. Nowadays, the influence of VDR signalling on leukemic cells is widely
known, but its importance in the process of the normal haematopoiesis still remains obscure.
The research confirms the presence of this receptor in blood cells, but its importance and
function have not been fully understood. The method of regulating the expression
of the VDR gene in the process of haematopoiesis is also unknown.

The aim of the research was to learn about the mechanisms responsible
for the regulation of the vitamin D receptor gene expression in the process
of haematopoiesis. The experiment was carried out on the mouse research model which
is the most widely used model for research into human haematopoiesis. In the process of the
research, the promoter of the VDR gene used in blood cells was identified. The 5 ‘end
variants and the VDR gene transcription starting points were determined. The VDR gene
expression profile in mouse blood cells was determined, and the obtained results confirmed
the hypothesis that transcriptionally active VDR is present not only in differentiated blood
cells, but also in hematopoietic stem and progenitor cells. The promoter methylation pattern
of the examined gene was determined and the regulatory factors responsible for binding
of the VDR within the VDR locus were established.

The obtained results enable a comparative analysis of the regulatory mechanisms
characteristic of the normal hematopoietic cells with the data on cancer cells, which
consequently may enable the determination which of the observed phenomena constitute the

physiological norm and which indicate the initiation of cancer processes in blood cells.
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Wykaz skrotow

1,25D

AML

APL

ATRA

BCP

CAMP

cAMP

Chip

CIP

CLP

CMP

DBD

DRIP

EMP

GMP

1,25-dihydroksywitamina Ds,
la,25-dihydroksycholekalcyferol,
kalcytriol

ang. Acute Myeloid Leukemia

ostra biataczka szpikowa

ang. Acute Promyelocytic Leukemia
ostra biataczka promielocytowa

ang. All-Trans Retinoic Acid

kwas catkowicie trans-retinowy

ang. B-Cell Precursor

prekursor limfocytow B

ang. Cathelicidin Antimicrobial Peptide
katelicydyny

ang. Cyclic Adenosine Monophosphate
cykliczny adenozynomonofosforan

ang. chromatin immunoprecipitation
immunoprecypitacja chromatyny

ang. Calf Intestinal Phosphatase
alkaliczna fosfataza

ang. Common Lymphoid Progenitor
progenitory wspoélne dla linii limfoidalnej
ang. Common Myeloid Progenitor
progenitory wspolne dla linii mieloidalnej
ang. DNA Binding Domain

domena wigzagca DNA

ang. Vitamin D Receptor Interacting Proteins
biatka oddziatujace z receptorem witaminy D
ang. Erythroid—Myeloid Progenitors
progenitory erytroidowo-szpikowe

ang. Granulocyte-Macrophage Progenitor

progenitory granulocytow i makrofagow
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GP

HDAC

HSC

LBD

Lin-

LSC

LSK

LT

MARRS

MeCP

MEP

MPP

NLS

NPC

PABP

PI3K

ang. Granulocyte Precursor

prekursor granulocytow

ang. Histone Deacetylase

deacetylaza histonow

ang. Hematopoietic Stem Cells
hematopoetyczne komorki macierzyste

ang. Ligand Binding Domain

domena wigzgca ligand

ang. Lineage-negative cells

komorki linii negatywnej

(niewyrazajace markerow poszczegolnych linii krwiotworczych)
ang. Leukemia Stem Cells

biataczkowe komorki macierzyste

ang. Lin- Scal+ c-kit+

populacja komorek o fenotypie Lin- Scal+ c-Kit+
ang. Long-Term

dtugoterminowe (HSC)

ang. Membrane-Associated Rapid Response Steroid Binding Protein
zwigzany z btong odpowiedzialny za szybka odpowiedz receptor wigzacy
steroidy

ang. Methyl-CpG-Binding Protein

biatka wigzace metylo-CpG

ang. Megakaryocyte-Erythroid Progenitor
progenitory megakariocytow i erytrocytow

ang. Multipotent Progenitor Cells
multipotencjalne komorki progenitorowe

ang. Nuclear Localisation Signal

sygnat lokalizacji jadrowej

ang. Nuclear Pore Complex

kompleks porow jadrowych

ang. Poly(A)-Binding Protein

biatko wigzace poli(A)

ang. Phosphoinositide 3-Kinase

kinaza fosfatydyloinozytolu-3
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PKC ang. Protein Kinase C

kinaza bialkowa C

RAR ang. Retinoic Acid Receptor
receptor kwasu retinowego
RARE ang. Retinoic Acid Response Elements
elementy odpowiedzi na retinoidy
RXR ang. Retinoid X Receptor
receptor X dla retinoidow
SCF ang. Stem Cell Factor
czynnik komoérek macierzystych
SP1 ang. Specificity Protein 1
czynnik transkrypcyjny SP1
SP3 ang. Specificity Protein 3
czynnik transkrypcyjny SP3
ST ang. short-term
kréotkoterminowe (HSC)
STAT1 ang. Signal Transducer and Activator of Transcription 1
czynnik transkrypcyjny STAT1
TAP ang. Tobacco Acid Pyrophosphatase
kwasna pirofosfataza
TLR ang. Toll-like Receptor
receptory toll-podobne
TPO ang. Thrombopoietin
trombopoetyna
UGD ang. Uracil-DNA Glycosylase
glikozylaza uracylu
VDBP ang. Vitamin D Binding Protein

biatko wigzace witaming D
VDR ang. Vitamin D Receptor
receptor witaminy D
VDRE ang. Vitamin D Response Elements

elementy odpowiedzi na witaming D
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1 Wstep

W minionych latach wiele uwagi poswigcono witaminie D, ktéra wykazuje
plejotropowe dziatanie na organizm ludzki. Pierwotnie jej role zawgzano do regulacji
gospodarki wapniowo-fosforanowej, dzisiaj jednak wiemy, ze spektrum jej aktywnosci jest
znacznie szersze. Najnowsze badania wskazujg na jej wlasciwosci immunomodulujgce oraz
co ciekawe, zdolno$¢ do roznicowania komoérek. Wiasciwosé ta jest obiektem badan
zwigzanych z procesem nowotworzenia, a prowadzone prace majg na celu opracowanie
nowych $ciezek terapeutycznych. Biologiczne dziatanie witaminy D jest $cisle zwigzane
Z jej receptorem (ang. Vitamin D Receptor, VDR), ktory dziata jako czynnik transkrypcyjny,
tym samym regulujac ekspresje wielu docelowych gendéw. Celem tej czgéci pracy jest
przyblizenie dzialania witaminy D, budowy i funkcji jej receptora oraz omowienie jego
znaczenia dla proceséw zwigzanych z prawidlowym rozwojem komorek krwi oraz

procesami nowotworowymi.

1.1 Budowa, wlasciwosci, synteza oraz mechanizm dzialania witaminy D

Cholekalcyferol (witamina D3) (Ryc.1) to substancja, ktora w tradycyjnym ujeciu
jest klasyfikowana jako witamina, czyli organiczny zwigzek chemiczny niezbedny
do prawidtowego funkcjonowania ludzkiego organizmu. W odréznieniu od wielu witamin
cholekalcyferol peni takze funkcje¢ prohormonalna, poniewaz w toku metabolicznych
przeksztalcen  przyjmuje posta¢  1a,25-dihydroksycholekalcyferolu, nazywanego

kalcytriolem, ktory charakteryzuje si¢ szerokim zakresem aktywnosci biologicznej [1] [2].

CHOLESTEROL CHOLEKALCYFEROL KALCYTRIOL

Rycina 1. Wzor chemiczny cholesterolu, cholekalcyferolu oraz kalcytriolu. Opracowanie wiasne na podstawie [2].
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Zrédtem witaminy Ds dla ludzkiego organizmu jest pokarm lub proces biosyntezy
skornej (Ryc. 2). Pod wpltywem promieniowania UV-B w warstwie rozrodczej naskorka
powstajacy z cholesterolu 7-dehydrocholesterol ulega przeksztatceniom, wskutek ktorych
powstaje prewitamina D. W procesie izomeryzacji cieplnej prewitamina D przeksztatca si¢
w witamine D3 [3]. Powstaty w skorze cholekalcyferol jest transportowany do watroby przez
biatko wigzace witamine D (ang. VDBP, Vitamin D Binding Protein) [4]. W hepatocytach
rozpoczyna si¢ proces hydroksylacji i powstaje 25-hydroksywitamina Ds. Reakcja
tazachodzi z wudzialem 25-hydroksylazy (CYP27Al) obecnej w mitochondriach
hepatocytow [5]. Powstata 25-hydroksywitamina Ds jest transportowana do nerek, gdzie
w reakcji  hydroksylacji  katalizowanej przez enzym CYP27B1 powstaje 1a,25-
dihydroksywitamina D3z [6]. Za katabolizm kalcytriolu odpowiada enzym CYP24A1,
wchodzacy w sklad cytochromu P450, ktory przeprowadza reakcje hydroksylacji przy 24-
atomie wegla 10,25-(OH)2Ds.  Powstaty  24,25-dihydroksycholekalcyferol  ulega
rozszczepieniu, wskutek czego tworzy si¢ kwas kalcytrionowy. Zwiazek ten jest dobrze

rozpuszczalny w wodzie, dlatego moze zosta¢ wydalony z organizmu [7].
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Rycina 2. Synteza, degradacja oraz dziatanie kalcytriolu. Opracowanie wiasne na podstawie [7]. Oznaczenia skrotow:
Pre-D3 — prewitamina D3, DBP — biatko wigzace witamine D, P; — jonowy fosforanowe, Ca?* - jony wapniowe, PTH —

parathormon.
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Hormonalnie aktywng forma witaminy D jest la,25-dihydroksywitamina Dg,
nazywana kalcytriolem. Jej dziatanie wyraza si¢ poprzez zdolno$¢ do wigzania si¢
Z receptorami  wewnatrzkomorkowymi [8]. Kalcytriol jest znany przede wszystkim
zZ petnienia funkcji regulacyjnej w procesie homeostazy wapniowo-fosforanowej w ludzkim
organizmie, a jego niedobor prowadzi do rozwoju Krzywicy, osteoporozy lub osteomalacji
[9]. Badania dowodza, ze spektrum jego dzialania jest znacznie szersze i obejmuje takze
procesy zwigzane z prawidtowym funkcjonowaniem uktadu odpornosciowego. Witamina
D3 wykazuje dziatanie immunomodulujace, ktore wyraza si¢ m.in. poprzez regulacje
funkcjonowania komorek dendrytycznych, indukcje powstawania limfocytow T
regulatorowych [10] oraz hamowanie proliferacji i roznicowania limfocytow B, co skutkuje
inhibicjg wytwarzania immunoglobulin [11]. Receptory witaminy D3 sg obecne we wnetrzu
wigkszosci komorek uktadu odpornosciowego. Aktywacja receptorow TLR (ang. Toll-like
receptor) obecnych na powierzchni makrofagéw indukuje hydroksylacje witaminy D3, coO
skutkuje inicjacja odpowiedzi odpornosciowej. Aktywowane kalcytriolem makrofagi
stymulowane sg do produkcji katelicydyn, ktore wykazuja wlasciwosci bakteriobdjcze [12].
Niedobor kalcytriolu koreluje z wystepowaniem chorob autoimmunologicznych takich jak
stwardnienie rozsiane czy toczen rumieniowy uktadowy [13] oraz skutkuje zahamowaniem

odpowiedzi uktadu odpornosciowego skierowanej przeciw wirusom i bakteriom [12].

1.2 Budowa i dzialanie receptora witaminy D oraz organizacja budowy

genu receptora witaminy D

Dziatanie hormonalne kalcytriolu wyraza si¢ poprzez aktywacje jego
wewnatrzkomorkowego receptora. Receptor witaminy D jest receptorem jadrowym
nalezagcym do nadrodziny receptor6w hormondéw steroidowych [14]. W budowie receptora
VDR wyrézni¢ mozna kilka modutdéw, ktore zawieraja domeny funkcjonalne, oznaczone
jako A - F (Ryc. 3). Na N-koncu typowego receptora jadrowego znajduje si¢ region A/B,
W obrebie ktorego zazwyczaj wystepuje domena AF-1, stanowigca miejsce fosforylacji —
w przypadku VDR obserwuje si¢ jej brak. Region C stanowi najbardziej konserwatywna
domeng 1 charakteryzuje si¢ wysokim powinowactwem wobec docelowych sekwencji DNA.
W obrgbie domeny wigzacej DNA (ang. DNA Binding Domain, DBD) wyrdznia si¢ trzy o-
helisy, ktore odpowiadaja m.in. za wigzanie DNA przez monomeryczng forme receptora
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oraz za dimeryzacje receptora. Region E zawiera domene wigzacg ligand (ang. Ligand
Binding Domain), w obrebie ktorej znajduje si¢ powierzchnia umozliwiajgca
heterodimeryzacje VDR z receptorem X dla retinoidow (ang. Retinoid X Receptor) [15].
Domena ta utworzona jest przez 12 konserwatywnych regionow o strukturze alfa-helisy (H1-
H12). W obrebie LBD znajduje si¢ hydrofobowa wneka, ktéra stanowi wiasciwe miejsce
wigzania liganda. Receptor przechodzi wyrazng zmian¢ konformacyjng po zwigzaniu
liganda — jego struktura przestrzenna staje si¢ bardziej zwarta. Ligandy receptora witaminy

D mogga stanowi¢ 1a,25(0OH)2Dz i jego analogi oraz kwas litocholowy [16].

domena wigzaca
ligand

N— A/B C ’ D { E [ - C
\ J L
|
domena wigzgca DNA domena AF-2

Rycina 3. Schemat budowy receptora witaminy D. Opracowanie wlasne na podstawie [15]. Opis w tekscie powyzej.

Dziatanie witaminy D3 mozna rozr6zni¢ na genomowe i niegenomowe. Pierwsze
Z nich wyraza si¢ poprzez regulacj¢ transkrypcji docelowych genow wskutek wigzania si¢
kalcytriolu z receptorem witaminy D. VDR przed zwigzaniem liganda jest najczesciej
zlokalizowany w cytoplazmie i aby peni¢ swoja funkcje musi zosta¢ przetransportowany
do jadra komoérkowego. Transport ten odbywa si¢ z udzialem kompleksu porow jadrowych
(ang. nuclear pore complex, NPC) oraz biatek transportowych, takich jak importyna a
i importyna 3. Te ostatnie majg zdolnos¢ do gczenia si¢ z importowanym biatkiem poprzez
sygnat lokalizacji jadrowej (ang. nuclear localisation signal, NLS), ktory znajduje si¢ w jego
obrebie. Zwigzanie liganda przez VDR odstania NLS i1 aktywuje transport receptora do jadra
komorkowego [17]. Ekspresja docelowych genow jest regulowana w sposob zalezny
od liganda oraz procesu dimeryzacji VDR z RXR. Utworzony kompleks 1a,25(OH)2Dz-

VDR-RXR jest czynnikiem przytaczajacym si¢ do sekwencji genomowych, tzw. elementoéw
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odpowiedzi na witaminge D (ang. Vitamin D Response Elements, VDRE), ktore najczesciej
zlokalizowane sg w regionach promotorowych docelowych genow [18]. VDR w postaci
monomeru charakteryzuje si¢ niskim powinowactwem do sekwencji regulatorowej VDRE.
Zwickszenie powinowactwa do elementow odpowiedzi na witaming D zachodzi
po heterodimeryzacji receptora witaminy D z RXR. Powstaly heterodimer wigze si¢
W okreslony sposob do VDRE — VDR przylacza sie¢ od jego konca 3°, natomiast RXR
od konca 5’ [15]. Przed przylaczeniem liganda heterodimer RXR/VDR jest zwigzany
Z deacetylazami histonow oraz korepresorami, czego skutkiem jest utrzymanie chromatyny
w skondensowanej postaci (Ryc. 4). Po zwigzaniu liganda w postaci kalcytriolu nastepuje
wymiana korepresorow na koaktywatory, ktore sg specyficzne wobec docelowego genu.
Koaktywatory charakteryzuja si¢ wlasciwosciami acetylotransferazy histonowej. Acetylacja
chromatyny skutkuje zmiang heterochromatyny w euchromatyne, dzigki czemu koaktywator
w postaci kompleksu DRIP (ang. Vitamin D Receptor Interacting Proteins) moze wejs$¢
w interakcj¢ z kompleksem preinicjacyjnym i polimeraza RNA 11, rozpoczynajac proces

transkrypcji [18]. Docelowe geny sg zwigzane m.in. z metabolizmem wapnia i fosforanow

[19], funkcjonowaniem keranocytow [20] i komoérek uktadu odpornosciowego [11].

@ 1,25-dihydroksywitamina D3
o e —

CYTOPLAZMA

Hamowanie Aktywowanie
transkrypcji transkrypcji /

JADRO
KOMORKOWE

Rycina 4. Dziatanie genomowe kalcytriolu na transkrypcje docelowych genéw. Opracowanie wiasne na podstawie [21].

Oznaczenia skrotow: RXR — receptor X dla retinoidéw, VDR — receptor witaminy D, RNA POL Il — polimeraza RNA I1.
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Dziatanie niegenomowe (RycC.5) jest procesem niezaleznym od transkrypcji,
obejmuje natomiast aktywacje czasteczek sygnatowych takich jak kinazy biatkowe.
Molekularne cele tych czasteczek stanowig m.in. czynniki transkrypcyjne, ktorych przyktad
stanowig SP1 (ang. Specificity Protein 1) i SP3 (ang. Specificity Protein 3), ktore wigza si¢
z sekwencjami VDRE. Inny przyktad dziatania niegenomowego stanowi regulacja wigzania
VDR z biatkiem STAT 1 (ang. Signal Transducer and Activator of Transcription 1), dzigki
czemu mozliwa jest regulacja ekspresji genow z wykorzystaniem czasteczek niebedacych
ligandem VDR, np. IFN-y lub TNF-a. Jest to §ciezka umozliwiajaca regulacje odpowiedzi
odpornosciowej organizmu poprzez mechanizm zwigkszajacy dostgpnos¢ VDR
i 10,25(OH)2D3 dla komorek odpornosciowych, dzigki czemu mozliwa jest regulacja
produkcji cytokin oraz interferonow. Dziatanie niegenomowe witaminy D skutkuje takze
otwarciem kanalow wapniowych i chlorkowych, a rodzaj aktywowanych czasteczek
sygnatowych jest zwigzany z rodzajem komorki. Niegenomowe dziatanie witaminy D
wyraza si¢ takze poprzez aktywacj¢ czasteczek sygnatowych, takich jak kinazy erkl,2,
fosfolipaza A2, fosfolipaza C czy kinaza fosfatydyloinozytolu-3 (P13K). Inny mechanizm
stanowi takze generowanie wtornych przekaznikow w postaci jonéw Ca®* (Ryc.6), CAMP
czy 3,4,5-trifosforan fosfatydyloinozytolu, ktorym towarzyszy aktywacja kinaz biatkowych
[21]. Od wielu lat prowadzone sg badania, ktore maja na celu ustalenie, jakie receptory
odpowiadajg za niegenomowe dziatanie witaminy D. Oprocz jadrowego receptora witaminy
D wyrdznia si¢ takze ulokowang przy btonie komodrkowej posta¢ receptora VDR.
Zidentyfikowano takze biatko MARRS (ang. Membrane-Associated Rapid Response
Steroid Binding Protein), ktore odpowiada za wigzanie kalcytriolu w nablonku jelita

cienkiego i umozliwia jego transport przez btong komorkowsg [22].
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Rycina 5. Niegenomowe dzialanie receptora witaminy D. Opracowanie wlasne na podstawie [21]. Oznaczenia skrotow
W powyzszym tekscie oraz ponizej: 1,25D - 1a,25(OH)2Ds, PKC — kinaza biatkowa C.

Gen VDR u myszy zlokalizowany jest na chromosomie 15, a w jego obrebie mozna
wyrozni¢ 11 eksonow (Ryc.6). Eksony 1a, 1d-like i ekson 2 sg niekodujace i znajduja si¢
powyzej miejsca startu translacji. Kodon start zlokalizowany jest w trzecim eksonie, kodon
stop w dziesigtym eksonie. Gen VDR koduje receptor jadrowy zbudowany z 423
aminokwasow. W eksonie trzecim zakodowana jest informacja o budowie pierwszego palca
cynkowego domeny wiazacej] DNA, natomiast w eksonie czwartym zakodowany jest drugi
palec cynkowy tej domeny. Eksony od piatego do siodmego koduja region D, ktory oddziela
domen¢ wigzacg DNA od domeny wigzacej ligand. L.acznik D oraz domeny E i F kodowane
sg przez eksony od siodmego do dziesigtego [23]. Sekwencje cis-regulatorowe znajdujg si¢
w obrebie eksonu pierwszego. Region promotorowy pozbawiony jest kasety TATA, zawiera
natomiast bloki GC i CAAT, ktore stanowig moduty dla polimerazy RNA Il. W obrebie
wyspy CpG zlokalizowane sg cztery miejsca wigzania dla czynnika transkrypcyjnego Spl,

ktory bierze udzial w regulacji wielu gendw istotnych rozwojowo [24].
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Rycina 6. Organizacja mysiego genu receptora witaminy D. Opracowanie wlasne na podstawie [23]. Szare prostokaty

symbolizuja eksony niekodujace, zielone prostokaty eksony kodujace. Symbolem ,,+1”” 0znaczono miejsce startu transkrypcji.

Podobienstwo budowy ludzkiego i mysiego locus VDR zaznacza si¢ w obecnosci
osmiu kodujacych eksonéw. Réznice dotycza m.in. umiejscowienia kodonu start, ktory
w ludzkim genie zlokalizowany jest w obrebie drugiego eksonu. Powstale na matrycy
ludzkiego genu VDR biatko liczy 427 lub 424 aminokwasow, w zaleznosci od tego,
czy zostato uzyte alternatywne miejsce startu transkrypcji [25]. Obserwuje si¢ takze roznice
zwigzane s3 z liczba sekwencji niekodujacych znajdujacych si¢ w obrgbie kofica 5 —
w mysim locus VDR mozna wyrdzni¢ trzy niekodujace eksony (ekson 1., 1-d i ekson 2.),
natomiast w obrgbie ludzkiego locus VDR wyro6znia si¢ 7 niekodujacych eksonow (eksony

1a-1g). W ludzkim genie VDR potwierdzono obecno$¢ co najmniej dwoch promotorow [26].

1.3 Regulacja ekspresji genow

Receptor witaminy D dziatajac jako czynnik transkrypcyjny stanowi jeden
z elementow regulatorowych procesu ekspresji gendéw. Zjawisko to jest niezwykle
skomplikowane i podlega kontroli na wielu etapach, stanowigc tym samym jeden
z najbardziej precyzyjnie regulowanych procesow biologicznych. Ekspresja genow polega
na umozliwieniu odczytania informacji zakodowanej w sekwencji nukleotydowej DNA,
co skutkuje powstaniem funkcjonalnej czasteczki RNA. Ekspresja genow przebiega
wieloetapowo, a mechanizmy kontrolne zwigzane sa z wystepowaniem sekwencji
regulatorowych, modyfikacjami chromatyny, obecno$cig biatek regulatorowych oraz
regulatorowego RNA. Z klinicznego punktu widzenia jest to proces niezwykle istotny,
poniewaz jego zaburzenia moga skutkowa¢ rozwojem choréb. W procesach
nowotworowych obserwowanych jest wiele zaburzen ekspresji genow, skutkujacych

zar6wno obnizonym, jak i podwyzszonym poziomem ekspresji genow [27].
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Pierwszy etap ekspresji genow stanowi transkrypcja, w wyniku ktérej na matrycy
czasteczki DNA zostaje utworzona czgsteczka RNA, a cato$¢ katalizowana jest przez
enzymy z grupy polimeraz [28]. Proces ten zalezy zarowno od przestrzennej struktury
chromatyny i oddziatywan biatek regulatorowych oraz niekodujacych czasteczek RNA.
Na poziomie czasteczki DNA zakodowane sg nie tylko informacje dotyczace budowy
danego genu, alerowniez informacje dotyczace regulacji jego ekspresji. Kwas
deoksyrybonukleinowy petni funkcje no$nika informacji genetycznej, okresla w jaki sposob
sekwencja nukleotydow tworzacych mRNA jest thumaczona na kolejno$¢ aminokwasow
tworzacych biatko. Proces ten jest regulowany przez modyfikacje epigenetyczne, ktorych
przyktad stanowi metylacja DNA. Metylacja DNA polega na kowalencyjnym wigzaniu
grupy metylowej do cytozyny, najczesciej wystepujacej w pigtej pozycji (m5C). Proces ten,
przeprowadzany przez metylotransferazy, czesto zalezny jest od obecnosci czynnikow
transkrypcyjnych, np. biatek SP (ang. Specificity Protein), ktore rekrutuja metylotransferazy
do docelowych sekwencji lub uniemozliwiaja enzymom interakcje z DNA [29]. Szczegolnie
istotne znaczenie biologiczne ma metylacja tzw. wysp CpG, w obrgbie ktorych stosunkowo
czegsto wystepuja dinukleotydy CG. Sekwencje te znajduja si¢ w poblizu promotorow
genow, a metylacja wyspy CpG decyduje o wyciszeniu ekspresji danego genu. Taki rodzaj
regulacji jest charakterystyczny dla genow kodujacych biatka metabolizmu podstawowego
lub biatka istotne rozwojowo [30]. Z tego powodu metylacja jest waznym mechanizmem
odpowiadajagcym za prawidtowy proces roznicowania komorek, inaktywacje chromosomu
czy imprinting rodzicielski. Stanowi takze mechanizm umozliwiajacy wyciszenie
transpozonow, ktore ulegly integracji z genomem gospodarza [31]. U Eukaryota w wyniku
dziatalno$ci metylotransferazy DNA cytozyna moze ulec przeksztalceniu w  5-
metylocytozyng (Ryc.7) - dotyczy to okoto 10% cytozyn znajdujacych si¢ w genomie
kregowcow. Metylacji podlegaja cytozyny zlokalizowane w obrebie sekwencji 5°-CG-3’.
W wyniku tych przeksztalcen moze nastapi¢ spontaniczna reakcja deaminacji, wskutek
ktorej cytozyna przeksztatca si¢ w tymineg. Nukleotyd ten nie jest skutecznie rozpoznawany
przez system naprawy DNA 1 pozostaje w genomie. Cytozyna, ktora nie ulegta metylacji
réwniez moze ulec reakcji deaminacji, jednak system naprawy DNA rozpoznaje powstaty
uracyl 1 przywraca cytozyng. Wyrdznia si¢ dwa rodzaje metylacji — zachowawcza oraz
de novo. Pierwsza z nich umozliwia zachowanie wzoru metylacji rodzicielskiej czasteczki
DNA w komoérkach potomnych, druga natomiast odpowiada za przylaczanie grup
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metylowych w nowych miejscach w genomie. Oba rodzaje metylacji skutkuja represja
aktywnos$ci genéw. Hamujacy wptyw na ekspresje gendw poprzez metylacje sasiadujgcych
z nimi wysp CpG wyjasnion0o dzialalnoscig bialek wigzacych metylo-CpG (MeCP,
ang. methyl-CpG-binding protein), ktore stanowig element kompleksow deacetylaz
histonéw. W $wietle tych doniesien postuluje si¢, ze metylowane wyspy CpG stanowia
miejsce wigzania kompleksu deacetylazy histonow, ktére modyfikujg strukture chromatyny,

prowadzac do wyciszenia ekspresji genow [32].
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Rycina 7. Metylacja cytozyny. Opracowanie wiasne na podstawie. Opis w tekscie powyzej. [32].

DNA wystepuje w jadrze komorkowym w postaci chromatyny, ktdra charakteryzuje
si¢ r0znym stopniem upakowania. Nukleosom stanowi jednostke strukturalng chromatyny,
w obrebie ktorej fragment DNA jest nawiniety na biatka histonowe. Histony stanowig
miejsce modyfikacji potranslacyjnych, ulegajac modyfikacjom chemicznym takim
jak acetylacja, metylacja, fosforylacja lub ubikwitynacja [33]. Struktura przestrzenna
chromatyny w istotny sposob wptywa na dostepnos¢ czasteczki DNA dla biatek biorgcych
udzial w procesie transkrypcji. Chemiczne modyfikacje histonow stanowig tzw. kod
histonowy. Odpowiada on za regulacj¢ struktury chromatyny, a tym samym decyduje
0 dostgpnosci regionu genomu, ktory bedzie ulegat ekspresji w okreslonej jednostce
czasowej. Modyfikacje histonéw sg rowniez skorelowane z procesami naprawczymi
oraz koordynacjg replikacji genomu zcyklem komoérkowym. Chromatyna moze
przyjmowaé posta¢ rozluzniong, dostgpng dla bialek regulujacych proces transkrypcji
I nazywana jest wowczas euchromatyng. Charakterystyczne modyfikacje chemiczne dla
euchromatyny to wysoki poziom acetylacji histonow oraz niski poziom metylacji DNA.
Odmienng struktur¢ przyjmuje heterochromatyna, ktéra jest silnie skondensowana

I niedostgpna transkrypcyjnie. Charakteryzuje si¢ niskim poziomem acetylacji histonow
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przy jednocze$nie wysokim poziomie metylacji DNA. Szczegdlny znacznik
heterochromatyny stanowi metylowana lizyna 9 histonu H3 (H3K9). Istnienie kodu
histonowego w znaczacy sposob poszerza potencjalng informacj¢ niesiong przez materiat
genetyczny w postaci DNA. Umozliwia to regulacje¢ odczytu sekwencji nukleotydowej —
odpowiednie geny mogg by¢ aktywne transkrypcyjnie, a inne wyciszone, co cato$ciowo
bedzie odpowiada¢ za aktywacje¢ proliferacji lub roznicowania komorek.

Regulacja ekspresji gendow na poziomie transkrypcji odbywa si¢ poprzez
oddziatywanie czynnikow dziatajacych w ukladzie trans z sekwencjami cis-
regulatorowymi, znajdujacymi si¢ w DNA. Czynniki regulatorowe dziatajace w ukladzie
trans to m.in. czynniki transkrypcyjne oraz regulatorowy niekodujacy RNA. Sekwencje cis-
regulatorowe stanowig obszary promotorowe, z promotorami minimalnymi wlacznie,
w obrebie ktorych zlokalizowane sg sekwencje stanowigce miejsca wigzania dla czynnikow
transkrypcyjnych. Przyktadem sekwencji dziatajacej w uktadzie cis sg rowniez sekwencje
oddalone od promotora genu, mogace znajdowac si¢ w jego bliskiej lub dalekiej odlegtosci,
ktore maja charakter sekwencji wzmacniajacej lub wyciszajacej transkrypcje (ang. enhancer
/ silencer). Wskutek oddziatywan tych czynnikow moze doj$¢ do wyciszenia lub aktywacji
ekspresji genu [34].

W pierwszym etapie transkrypcji, nazywanym inicjacja, istotng rol¢ petnia biatka
wchodzace w sktad kompleksu mediatora, polimeraza RNA 11 oraz czynniki regulatorowe,
np. czynniki transkrypcyjne, ktore tworza kompleks inicjacji transkrypcji. Kompleks
mediatora odpowiada za rekrutacj¢ polimerazy RNA II i czynnikdéw transkrypcyjnych
w odpowiednie miejsce w genomie, co umozliwia ich oddziatywanie z sekwencjami
regulatorowymi w obrebie promotora. Dzigki aktywnosci biatek wchodzacych w sktad
kompleksu mediatora mozliwe jest utworzenie domen funkcjonalnych poprzez odpowiednie
uksztattowanie struktury przestrzennej chromatyny. W efekcie powstaja petle
chromatynowe, ktore umozliwiaja oddziatywania dystalnych sekwencji cis-regulatorowych
z sekwencjami regulatorowymi i sktadowymi maszynerii transkrypcyjnej [35] [36].

Czynniki transkrypcyjne wigzg si¢ z sekwencjami konsensusowymi, ktore znajduja
si¢ w obszarze promotorowym. Maja one posta¢ krotkich motywow o dtugosci okoto 10 par
zasad [37]. Specyficzne przylaczanie si¢ czynnikoéw transkrypcyjnych do sekwencji
konsensusowych jest mozliwe dzieki funkcjonowaniu tych bialek w postaci kompleksow,

ktore oddzialuja zsekwencjami regulatorowymi w obrebie skupisk motywow
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konsensusowych, rozpoznawanych przez sktadowe kompleksu [38]. Czynniki
transkrypcyjne odpowiadajg takze za rekrutacje bialek pomocniczych, np. enzymoéw
modyfikujacych histony oraz biatek remodelujacych chromatyne [39].

W fazie elongacji transkrypcji nastgpuje wlasciwa synteza RNA, ktora jest potaczona
z procesem modyfikacji transkryptu. Na wczesnym etapie elongacji polimeraza RNA 11
przylacza si¢ do miejsca startu transkrypcji i syntetyzuje komplementarng do matrycy DNA
czasteczke RNA. Po przylaczeniu pierwszych kilkudziesigciu nukleotydow nastgpuje
pauzowanie, ktére jest zwigzane z dodaniem czapeczki na koncu 5° powstajacego
transkryptu, poprzez przylaczenie 7-metyloguanozyny. Na tym etapie dochodzi takze
do ufosforylowania polimerazy RNA II. Dzigki tym modyfikacjom mozliwe jest utworzenie
biatkowego kompleksu zwigzanego z polimerazag RNA 11, co przyczynia si¢ do zwigkszenia
efektywnosci procesu elongacji [40]. Wilasciwa synteza transkryptu jest zalezna
od oddziatywan polimerazy RNA II zchromatyng oraz czynnikami regulatorowymi,
a oddzialywania te sg zalezne od wielkosci 1 ilo$ci eksondw oraz intronéw. Proces sktadania
transkryptu jest zwigzany z wycinaniem introndéw, a terminacja transkrypcji jest zwigzana
z ukonczeniem syntetyzowania fragmentu poli-A na koncu 3’ powstajacego transkryptu.
Na tym etapie nastepuje oddysocjowanie polimerazy RNA II [41], a do powstatego
fragmentu poli-A przylacza si¢ biatko PABP, ktére jest odpowiedzialne za transport
dojrzatego mRNA do cytoplazmy i wspomaga proces inicjacji translacji [42].

1.4 Regulacja ekspresji genow a nowotwory wywodzace si¢ z komorek

Krwi

Proces regulacji ekspresji gendéw jest niezwykle istotny dla prawidlowego
funkcjonowania organizmu. W wyniku zaburzen ekspresji poszczegdlnych genéw moze
dojs¢ do niekontrolowanego podzialu komorek, wskutek czego powstajg komorki
nowotworowe, ktore utracily zdolno§¢ do réznicowania si¢ w typowe dla danej tkanki
komorki. Z punktu aktywnosci transkrypcyjnej VDR istotne sa3 nowotwory wywodzace si¢
z komorek krwi, poniewaz VDR, dziatajac jako czynnik transkrypcyjny, reguluje ekspresje
wielu docelowych gendw, a wsrod nich znajduja si¢ geny odpowiedzialne za inicjacje

procesu roznicowania komoérek krwi oraz za prawidtowe funkcjonowanie tych komorek.
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Najczgsciej spotykane nowotwory hematologiczne przyjmuja postac ostrej biataczki
limfoblastycznej, ostrej biataczki szpikowej, zespotéw mielodysplastycznych, chtoniakow
nieziarniczych 1 chloniakéw Hodgkina. Analiza genomu umozliwia poznanie
molekularnego podloza tych jednostek chorobowych, co przektada si¢ na zwigkszone
mozliwo$ci diagnostyczne i wlasciwe postepowanie kliniczne [43]. Przyczyng powstania
nowotworoOw wywodzacych si¢ z komorek krwi czesto sg zmiany zwigzane
Z nieprawidlowym kariotypem, genotypem oraz zmieniong ekspresja gendéw. Wsrod
obserwowanych zmian identyfikuje si¢ zmiany zwigzane z liczbg Iub strukturg
chromosomow, translokacje, delecje iinsercje, a takze =zaburzenia w profilu
epigenetycznym. Szczegolne znaczenie maja mutacje, ktore skutkuja zaburzeniem Sciezek
sygnatlowych zwigzanych z procesami proliferacji i r6znicowania komorek krwi, czyli
mutacje zaburzajace aktywno$¢ protoonkogenoéw oraz mutacje genow supresorowych [44]
[45] [46].

Ostra biataczka szpikowa (ang. AML, Acute Myeloid Leukemia) to najcze$ciej
wystepujaca bialaczka u osob dorostych, ktora powstaje wskutek akumulacji stabo
zroznicowanych komorek szpikowych. Najczesciej zjawisko to ma miejsce w szpiku
kostnym i prowadzi do jego niewydolnosci, a w przypadku braku leczenia - do $mierci
pacjenta. W toku choroby obserwowane jest zajecie krwi obwodowej przez niezroznicowane
komorki szpikowe, a w przypadku pacjentéw z duza liczba blastow moga wystapi¢ nacieki
do innych narzagdow, np. mézgu lub ptuc [47]. Ostra biataczka szpikowa jest chorobg wysoce
niejednorodna, a na podstawie profilu cytogenetycznego poszczegdlne przypadki mozna
podzieli¢c nakorzystne, posrednie 1 niekorzystne grupy ryzyka, co wiaze si¢
ze zrdznicowanym rokowaniem w poszczegolnych kategoriach. Czesto spotykane mutacje
dotycza genéw FLT3-1TD, NMP1 i CEBPa, a ich identyfikacja umozliwia prognozowanie
rozwoju choroby i wskazanie skutecznego postgpowania klinicznego [48]. Patogeneza AML
obejmuje nieprawidtlowg proliferacj¢ oraz nieprawidlowe roznicowanie populacji
szpikowych komorek macierzystych, a w toku powstatych mutacji obserwuje si¢ takze
obecno$¢ biatek chimerycznych, ktore odpowiadajg za zmiane prawidtowego dojrzewania
komorek mieloidalnych [49]. Badania przeprowadzone na modelach zwierzgcych
umozliwily opracowanie modelu leukemogenezy na podstawie ktérego dokonuje si¢
klasyfikacji mutacji zwigzanych z AML [50]. Mutacje klasy I sg zwigzane z aktywacja

szlakow proliferacyjnych, a mutacje klasy II upo$ledzaja prawidlowe roznicowanie
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komorek krwiotworczych. Jednoczesne wystgpienie obu rodzajow mutacji skutkuje
rozwojem biataczki [51] [52]. Mutacje klasy I czesto dotyczg genéw FLT3, K/NRAS, TP53
oraz c-KIT, natomiast istotne klinicznie mutacje klasy II dotycza genow NPM1 i CEBPa
[48]. Istnieja rowniez mutacje klasy III, ktore dotycza genow zwiazanych z regulacja
epigenetyczng, co rOwniez ma wplyw na proliferacj¢ i1 roznicowanie komorek. Mutacje
w genach zwigzanych z metylacjg DNA, tj. DNMT3A, TETZ2 czy IDH-1 wystepuja u okoto
40% pacjentow z AML [49]. Zgodnie z francusko-amerykansko-brytyjskim system
klasyfikacji definiuje si¢ 8 podtypow AML (od MO do M7), a podstawe rozrdznienia
poszczegolnych podtypow stanowig cechy morfologiczne i cytochemiczne komorek
biataczkowych. Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO) wprowadzita ulepszony system
klasyfikacji, ktory uwzglednia zarowno dane genetyczne, jak i immunofenotyp, morfologi¢
komorek biataczkowych oraz obraz kliniczny. Na tej podstawie wyrdznia si¢ 6 gtdéwnych
jednostek chorobowych, m.in. AML z nawracajacymi nieprawidlowosciami genetycznymi,
w obrgbie ktorych mozna wyr6zni¢ wiele podtypéw, AML zwigzana z mielodysplazja,
migsak szpikowy czy proliferacje szpiku zwigzane z zespotem Downa [48].

Podstawe terapii AML stanowi potaczenie schematdéw opartych na dziataniu lekow
cytostatycznych potaczonych z allogenicznym przeszczepem komodrek macierzystych. Taki
schemat leczenia jest zle tolerowany przez starszych pacjentow, dlatego ich rokowania sg

duzo gorsze niz u pacjentoéw w mtodszym wieku [48].

1.5 Rola metabolitéw witaminy D w procesie nowotworzenia
1,25-dihydroksywitamina D3 wykazuje dziatanie przeciwnowotworowe, pelnigc
m.in. role czynnika regulujacego szlaki sygnatowe zwigzane z rozwojem nowotworow [53].
Zwiazek ten wykazuje dziatanie o charakterze antyproliferacyjnym i r6znicujacym, wskutek
czego blasty nowotworowe przyjmuja dojrzaty fenotyp. Kalcytriol odpowiada za indukcje
apoptozy oraz hamowanie procesow przerzutowania i angiogenezy [54] [55]. Obserwowane
jest takze jego dziatanie przeciwzapalne, wyrazajace si¢ poprzez hamowanie produkcji
prostaglandyn i interleukiny-8 [53]. Wykazano, ze podwyzszone stezenie 25-
hydroksywitaminy D we krwi jest zwigzane ze znacznie nizsza zapadalno$cig na raka
okreznicy, piersi, jajnikow, nerek, trzustki czy prostaty, jakkolwiek nie jest jasne czy jest

zwigzek przyczynowy miedzy jednym a drugim [56]. Kalcytriol reguluje szlaki sygnatowe
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w tych komorkach, dzigki czemu moze regulowaé dziatanie kluczowych czynnikéw
odpowiedzialnych za powstanie komorek nowotworowych [53].

Kalcytriol hamuje takze wzrost komoérek czerniaka ztosliwego [57] oraz odpowiada
zaréznicowanie komorek biataczkowych linii HL60 w kierunku makrofagow [58].
W komorkach raka okreznicy kalcytriol hamuje aktywnos$¢ transkrypcyjng B-kateniny,
dzieki czemu zapobiega nieprawidtowej aktywacji sygnalizacji WNT-B-katenina, ktora
stanowi najczestszg zmiang na podtozu molekularnym w sporadycznym raku jelita grubego
[59]. Kalcytriol odpowiada rowniez za hamowanie syntezy estrogenu w tkance thuszczowe;j
piersi oraz reguluje sygnalizacj¢ zwigzang z receptorem estrogenowym. Jego zastosowanie
przyczynia si¢ do skuteczno$ci terapii skierowanej przeciw nowotworowi piersi, ktory
rozwinagt si¢ u pacjentek bedacych po menopauzie [60].

Zaobserwowano jednak, ze czynnik transkrypcyjny SNAIL obniza poziom ekspresji
genu VDR, a podwyzszona ekspresja tego czynnika odpowiada za utrate wrazliwo$ci
komorek na dziatanie kalcytriolu. Zmniejsza to przeciwnowotworowe dziatanie kalcytriolu,
w zwigzku z czym u pacjentéw Zz podwyzszong ekspresja SNAIL istnieje mate
prawdopodobienstwo odpowiedzi na terapi¢ z zastosowaniem tego zwigzku [61].

Mechanizm przeciwnowotworowej aktywnosci VDR jest zwigzany z utworzeniem
aktywnego transkrypcyjnie kompleksu. VDR potaczony ze swoim ligandem w postaci
hormonalnie aktywnej formy witaminy D tworzy kompleks wraz z receptorem X
dla retinoidéw i w takiej formie dziata jako czynnik transkrypcyjny, wiagzac si¢ z regionami
regulatorowymi docelowych gendéw. Przeciwnowotworowa aktywno$¢ utworzonego
kompleksu obserwuje si¢ m.in. w linii komorkowej HL60, gdzie nastgpuje regulacja
ekspresji gendw zwigzanych zrdéznicowaniem blastow biataczkowych w komorki
o0 fenotypie charakterystycznym dla makrofagéw. Komorki ostrej biataczki szpikowe;j
reaguja na stymulacje 1a,25-dihydroksywitaming D3 poprzez zwigkszenie ilosci receptora
CD14 oraz integryn CD11b i CD1lc. W nietraktowanych kalcytriolem komorkach
biataczkowych biatko VDR jest obecne w cytoplazmie W niewielkiej ilosci, przy czym
obserwowana jest ciggta ekspresja jego mRNA. Zwigzanie VDR z ligandem skutkuje
stabilizacja biatka, po czym nastepuje jego translokacja do jadra komoérkowego, dzigki
czemu VDR moze peti¢ funkcje regulatora transkrypcji dla swoich docelowych genow

[17].
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1.6 Rola witaminy A i jej pochodnych w procesie nowotworzenia

Pochodna witaminy D nie jest jedynym zwiazkiem organicznym wykazujacym
zdolno$¢ do zahamowywania procesOw nowotworowych. Drugim z nich jest kwas
catkowicie trans-retinowy (ang. ATRA, All-Trans Retinoic Acid) stanowiacy najbardziej
aktywny metabolit witaminy A, uczestniczacy w regulacji procesoéw takich jak roznicowanie
oraz apoptoza komorek. Jego dzialanie jest zwigzane z aktywacja okreslonych szlakow
genomowych iregulacja aktywnosci bialek sygnatowych. Zwigzek ten wykazuje
wlasciwosci przeciwnowotworowe 1 jest stosowany jako lek pierwszego wyboru w terapii
roéznicujacej ostrej biataczki promielocytowej (ang. APL, Acute Promyelocytic Leukemia)
U dorostych oraz w leczeniu nerwiaka zarodkowego u dzieci. Nie udato si¢ przenies¢ tej
metody leczenia na guzy lite, co jest zwigzane z problemem z dostarczeniem leku
w odpowiednie miejsce w organizmie, a takze z powodu opornosci komorek
nowotworowych tworzacych guzy [62].

W obrebie receptorow retinoidow wyrdznia si¢ dwie rodziny - receptory kwasu
retinowego (ang. Retinoic Acid Receptor, RAR) oraz receptory retinoidowe X (RXRs —
retinoic X receptors). Ligandy dla pierwszego rodzaju receptorow stanowig kwas catkowicie
trans-retinolowy, kwas 9-cis retinowy oraz kwas 13-cis retinowy, natomiast dla receptorow
RXR ligand stanowi wylacznie kwas 9-Cis-retinowy. Receptory retinoidowe ulegaja
dimeryzacji po zwiazaniu liganda i w takiej postaci petnig rol¢ czynnikow transkrypcyjnych.
Receptory RAR ulegaja heterodimeryzacji, faczac si¢ z receptorem RXR, natomiast receptor
RXR tworzy homodimery lub heterodimery w polaczeniu z receptorami RAR, receptorem
witaminy D lub receptorami hormondéw tarczycy. Receptory retinoidow w postaci
dimerycznej znajduja si¢ w jadrze komorkowym, gdzie zardOwno w postaci zwigzanej
z ligandem, jak i bez tego wigzania moga przytaczac¢ si¢ do sekwencji regulatorowych.
Miejsce wigzania stanowig tzw. elementy odpowiedzi na retinoidy (ang. Retinoic Acid
Response Elements, RARE), ktére znajdujg si¢ w obrebie promotorow docelowych gendw.
Formy heterodimeryczne umozliwiaja oddziatywanie krzyzowe pomigdzy réznymi
$ciezkami sygnalizacyjnymi zwigzanymi z aktywno$cig hormonéw [63]. Przylaczenie
heterodimeréw pozbawionych liganda do sekwencji regulatorowych skutkuje wyciszeniem
ekspresji genow poprzez kondensacje chromatyny w wyniku aktywacji deacetylazy
histonowej. Zwigzanie liganda w postaci ATRA skutkuje aktywacja acetylotransferazy

histonowej oraz koaktywatorow, przy jednoczesnym uwolnieniu korepresorow, wskutek
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czego nastgpuje acetylacja histonow, dekondensacja chromatyny i aktywacja transkrypcji
[64].

Komorki nowotworowe charakteryzuja si¢ niekontrolowanymi podziatami, ktérych
nie mozna zatrzymac¢ poprzez skierowanie na §ciezke apoptozy. Wykazano, ze fuzja genu
RARo z genem PML, ktéra nastepuje wskutek translokacji t (15;17) jest czynnikiem
inicjujgcym ostra biataczke promielocytowg [65]. W wyniku tej translokacji powstaje biatko
fuzyjne PML/RAR0, stanowigce nieprawidlowa wersja RAR. Kwas catkowicie trans-
retinowy wigzac si¢ z biatkiem PML/RARa umozliwia uruchomienie $ciezki zwiazanej
Z roznicowaniem komorek nowotworowych, ktére zyskujac dojrzaty fenotyp moga zostac
skierowane na droge programowej $mierci komorki [66]. Skuteczno$¢ antynowotworowego
dziatania ATRA wykazano nie tylko w leczeniu ostrej biataczki promielocytowej, ale takze
czerniaka, nowotworow piersi, pluc, prostaty czy nowotworéw narzadow przewodu
pokarmowego. Dziatanie ATRA skutkujace zahamowaniem wzrostu nowotworow czgsto
wigze si¢ z zatrzymaniem komorek w fazie G1, poprzez obnizenie tempa syntezy DNA
I wydluzenie czasu potrzebnego do podwojenia liczby komorek [67]. Analiza linii
komorkowych wykazata réznice w poziomie ekspresji receptoréow retinoidow migdzy
komorkami prawidlowymi a nowotworowymi. Udowodniono, Ze w przypadku nowotworow
piersi komorki charakteryzuja si¢ obnizong ekspresja RARP [68].

Kompleks powstaly z polaczenia retinoidu z jego receptorem moze wykazywaé
antagonistyczne dziatanie wobec roznych czynnikéw transkrypcyjnych, rywalizujac z nimi

0 koaktywatory, wskutek czego ogranicza ekspresje genéw zwiazanych z proliferacja [67].

1.7 Wspoldzialanie receptora witaminy D z receptorem witaminy A
Kwas calkowicie trans-retinowy oraz 1,25-dihydroksywitamina D3 to niezwykle
aktywne biologicznie zwiazki, ktore sg zaangazowane w regulacje wielu proceséw
wewnatrzkomorkowych. ATRA odpowiada za rdéznicowanie blastow biataczkowych
w kierunku linii granulocytarnej, natomiast kalcytriol roznicuje blasty w komorki
wykazujace cechy podobne do monocytow [69]. Zastosowanie obu terapeutykow
jednoczesnie moze wykazywac synergistyczny efekt na proces roznicowania komorek
nowotworowych [70], jednak efekty takiej terapii nie zawsze sag mozliwe do przewidzenia.

Jest to zalezne od regulacji, ktérej podlega gen receptora witaminy D wskutek obecnosci
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ATRA. Wykazano, ze w roéznych liniach komérkowych w odpowiedzi na zastosowanie
ATRA moze nastgpowaé regulacja ekspresji genu VDR zar6wno w gore, jak iw dot.
W biataczkowych liniach komdrkowych charakteryzujacych si¢ niskim poziomem ekspresji
genu VDR zastosowanie ATRA skutkuje zwigkszeniem poziomu ekspresji VDR. Przyktad
stanowi linia komorkowa KG1, w ktorej RARa pozbawiony liganda dziata jako represor
transkrypcyjny, wyciszajac ekspresje genu VDR. Odmienny przyktad stanowi linia
komorkowa HL60, ktora charakteryzuje si¢ wysokim poziomem ekspresji genu VDR,
a zastosowanie ATRA skutkuje obnizeniem ekspresji genu VDR. Komorki linii HL60
charakteryzujg si¢ niskim poziomem RARa, natomiast wykazuja wysoki poziom ekspresji
biatka VDR. Aktywowany ligandem RARa powoduje obnizenie ekspresji genu VDR w tym
modelu biataczki [71].

Klasyczna sekwencja RARE nie wystepuje w obrgbie locus VDR, co utrudnia
zrozumienie mechanizmu regulacji ekspresji genu VDR przez retinoidy. Lokalizacja
elementéow odpowiedzi na retinoidy moze by¢ zmienna irdznorodna - Sekwencje
regulatorowe zlokalizowane sg nie tylko w bliskim sgsiedztwie promotora, lecz takze
W obrebie intronéw oraz regiondéw odleglych od miejsca startu transkrypcji. Istniejg
doniesienia 0 zroznicowanej budowie sekwencji RARE, co rowniez moze skutkowaé
utrudniong identyfikacja tych elementow [72]. Jednoczesne stosowanie 1,25D i ATRA
przynosi korzystne efekty terapeutyczne 1 moze stac si¢ jedng z metod leczenia nowotworoéw
krwi, lecz efekt ich wspoldziatania jest zalezny od rodzaju komorek, dlatego nalezy
rozpatrzy¢ réwniez wplyw synergistycznego dziatania tych terapeutykéw na komorki

prawidtowe [65].

1.8 Hematopoeza — opis i znaczenie procesu

W $wietle doniesien klinicznych stanowigcych o zasadno$ci stosowania pochodnych
witaminy D 1 A w leczeniu nowotworéw krwi mozna wyciggna¢ wniosek, ze zardwno
kalcytriol, jak 1 ATRA pelnig funkcj¢ regulacyjna, zwigzang z réznicowaniem blastow
biataczkowych. Czy zwiazki te majg takze wplyw na procesy zwigzane z powstawaniem
I rozwojem prawidtowych komorek krwi?

Hematopoeza to proces, w trakcie ktorego tkanka krwiotworcza wytwarza wszystkie

sktadniki morfotyczne krwi — erytrocyty, leukocyty itrombocyty. W oOkresie zycia
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ptodowego miejsce produkcji krwi stanowi watroba, w wieku dziecigcym funkcje
te przejmuje szpik czerwony, znajdujacy si¢ wowczas we wszystkich kosciach. U dorostych
role tkanki krwiotworczej przejmuje szpik kostny, znajdujacy si¢ m.in. w jamach
szpikowych kosci biodrowych, mostku, zeber i1 krggow. Wyrdznia si¢ dwa rodzaje szpiku:
czerwony, stanowigcy wiasciwa tkanke krwiotworcza, oraz zotty w postaci tkanki
tluszczowej wypetiajacej znaczng cz¢$¢ jamy szpikowej. Krew obwodowa, znajdujaca si¢
W naczyniach krwiono$nych i sercu definiowana jest jako zawiesina krwinek czerwonych,
biatych i trombocytow w osoczu. W przypadku zwigkszonego zapotrzebowania na krwinki,
szpik z6ity moze ulec transformacji do szpiku czerwonego, a funkcje krwiotworzenia moga
zostaé przejete przez takie narzady jak $ledziona i watroba [73].

Proces hematopoezy — powstawanie i dojrzewanie elementéw morfotycznych krwi -
wyrdznia si¢ sposréd innych procesdw rozwoju osobniczego, gdyz obserwujemy
przemieszczanie si¢ komorek wytwarzanych przez szpik kostny do innych narzadow,
w ktorych ostatecznie uzyskuja dojrzalo$¢. Przykiad stanowi wedrowka komorek
wytwarzanych w szpiku kostnym lub grasicy do narzadéw limfopoetycznych, takich jak
Sledziona lub wezty chtonne, w ktorych dochodzi do réznicowania i specjalizacji komorek.

Podczas rozwoju kregowcéw mozna zaobserwowaé dwie fale rozwojowe
hematopoezy — falg pierwotng i ostateczng. Pierwotna fala jest przejsciowa i ma miejsce
podczas wczesnego rozwoju zarodkowego, a powstajagce progenitory erytrocytow
I makrofagdéw nie posiadajg wlasciwosci samoodnowienia. Gtownym celem fali pierwotne;j
jest wytworzenie czerwonych krwinek, ktore odpowiadaja za transport tlenu do tkanek
rozwijajacego si¢ zarodka. Ostateczna fala hematopoezy wystgpuje na poézniejszych etapach
rozwoju, w réznym czasie u roznych gatunkoéw. U ludzi hematopoeza rozpoczyna si¢
W woreczku zéttkowym, po czym przechodzi do watroby, by ostatecznie zlokalizowac si¢
w szpiku kostnym [74].

Wszystkie komorki krwi powstaja z hematopoetycznych komorek macierzystych,
ktore w wyniku asymetrycznych podzialéw odnawiaja si¢ oraz dajg poczatek
hematopoetycznym komoérkom progenitorowym, z ktorych powstaja poszczegdlne linie
rozwojowe komorek krwi [75]. Zgodnie z klasycznym modelem hematopoezy (Ryc.8),
w wyniku proliferacji iroznicowania hematopoetycznych komorek macierzystych
(ang. HSC — Hematopoietic Stem Cells ) dochodzi do wczesnego rozdziatu na lini¢

mieloidalng i limfoidalng [76]. Dominujagcy model hematopoezy przedstawiany jest
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w formie rozgaleziajacego sie drzewa (Ryc. 8), w ktorym hematopoetyczne komorki
macierzyste dajg poczatek multipotencjalnym komodrkom progenitorowym (ang. MPP -
Multipotent Progenitor Cells), ktéore z kolei zapoczatkowuja powstanie komorek
progenitorowych wspdlnych dla linii limfoidalnej (ang. CLP - Common Lymphoid
Progenitor) oraz komodrek progenitorowych wspdlnych dla linii mieloidalnej (ang. CMP -
Common Myeloid Progenitor). Ostatnia z wymienionych linii rozwojowych komoérek krwi
w wyniku podziatlow tworzy progenitory granulocytéw i makrofagéw (ang. GMP -
Granulocyte-Macrophage Progenitor) oraz progenitory megakariocytow i erytrocytow (ang.
MEP - Megakaryocyte-Erythroid Progenitor).

@ |
| |
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Rycina 8. Hematopoeza. Opracowanie wlasne na podstawie [76]. Opis w tekscie powyzej.

Nowe badania pokazuja, ze relacje pomigdzy limfocytami T i monocytami sg nieco
blizsze, a wyniki eksperymentow wskazuja, ze tymocyty moga zachowaé potencjat
do réznicowania si¢ w monocyty. [77]. Uwaza si¢ rowniez, ze jest wiele drog roznicowania
si¢ komorek, co najlepiej reprezentowane jest na przyktadzie komorek dendrytycznych [78].
Zaktualizowany model opisuje hematopoeze (Ryc. 9) jako proces, w ktorym mozliwosci
réznicowania sg nadal dostgpne w kolejnych etapach rozwoju komodrek krwi, podczas gdy
inne z tych mozliwoS$ci zostajg utracone podczas rozwoju komoérki w procesie hematopoezy.
Badania przeprowadzone na mysich zarodkach wskazujg alternatywny model hematopoezy,

ktory zaktada, ze potencjat mieloidalny komorek zostaje zachowany nawet w tych liniach
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rozwojowych, ktére roznicujg si¢ w kierunku limfocytow T 1 B. Zaktada si¢ istnienie modelu
hematopoezy opartego na szpiku kostnym, w ktérym wyrdznia si¢ dwie gtowne linie
komorek progenitorowych: mielo-erytroidalnych oraz mielo-limfoidalnych. Uzyskane
wyniki wskazuja na istnienie w grasicy dorostych osobnikéow komorek prekursorowych,
ktore utracity mozliwo$¢ roéznicowania w limfocyty B, lecz posiadaja potencjat
przeksztatcania si¢ w makrofagi, limfocyty T, komorki NK i komorki dendrytyczne.
Ponadto wykazano, ze znajdujace si¢ w grasicy wczesne komorki prekursorowe dla
limfocytow T maja zdolnos¢ do réznicowania si¢ w makrofagi. Takie odkrycia zaprzeczaja
klasycznemu modelowi hematopoezy, w ktorym limfocyty T wywodza si¢ z linii

progenitoréw wspoélnych dla linii limfoidalnej [79].

wylaczenie potencjalu
roznicowaniaw limfocyty B

prekursory limfocytow T ‘ limfocyt T

i makrofagow

1 ) komorka
‘ ‘ ; NK

‘ N
komorka

limfocyt B makrofag dendrytyczna

Rycina 9. Alternatywny model hematopoezy. Opracowanie wilasne na podstawie [79]. Wczesne prekursory limfocytow T,
wystepujace w dorostej grasicy, ktore utracity potencjal réznicowania w limfocyty B, nadal zachowujg znaczng zdolnos$¢

do réznicowania w makrofagi.

Podczas rozwoju zarodkowego wszystkich ssakow pierwsze miejsce hematopoezy
stanowi woreczek zoltkowy. W przypadku myszy rozpoczecie tego procesu obserwuje sie
juz okoto sibdmego dnia embriogenezy, procesy krwiotworcze ulokowane sg wowczas
W mezodermie woreczka zottkowego. Tworzace si¢ komorki hematopoetyczne tworza
tzw. wyspy, az do momentu gdy zostang uformowane naczynia woreczka zottkowego.
Woreczek zottkowy jest miejscem pierwotnej erytropoezy, a wytwarzane w wyspach krwi

woreczka zoéltkowego pierwotne komorki erytroidalne zawierajg biatka hemoglobiny
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roznigce si¢ od poznych biatek ptodowych 1 dorostych wystepujacych w linii erytroidalne;.
Biatka te charakteryzuja si¢ wyzszym powinowactwem do tlenu niz globiny doroste.
Przemieszczajace si¢ do krazenia pierwotne komorki erytroidalne poczatkowo maja postac
jadrzasta, pozniej tracg te ceche. W woreczku zottkowym maja poczatek takze pierwotne
plytki krwi i makrofagi oraz komorki o potencjale erytromieloidalnym okreslane jako
progenitory  erytroidowo-szpikowe (ang. Erythroid—Myeloid  Progenitors, EMP).
Hematopoetyczne komoérki macierzyste, ktore wykazuja dlugotrwala zdolnos¢
do samoodnowy, pojawiaja si¢ w podczas embriogenezy w wielu lokalizacjach, m.in.
okolicach tetnic zottkowych i pegpowinowych, okolicy przyaortalnej czy woreczku
z6ttkowym. Okoto 10-tego dnia embriogenezy komorki krwiotworcze zasiedlaja zawiazki
watroby ptodu, rozpoczynajac pierwszg falg hematopoezy [80]. Odkrycie HSC jest zwigzane
z badaniami przeprowadzonymi na myszach, w ktorych wykazano, ze szpik kostny zawiera
komorki, ktore sa w stanie odtworzy¢ u napromieniowanych myszy populacje komorek
o potencjale  mielo-erytroidalnym  w §ledzionie.  Szczegétowa analiza komorek
krwiotworczych u myszy wykazala, ze istnieje populacja komoérek o wihasciwosciach
multipotencjalnych i samoodnawialnych, ktore nie wyrazaja markeréw poszczegdlnych linii
krwiotworczych, okreslana jako linia ujemna (Lin-). Linia ta charakteryzuje natomiast sig
ekspresja takich markerow jak Scal i CD117 (c-kit) i okresla si¢ ja jako Lin-Scal+CD117+
(LSK). W jej obrebie mozna wyrozni¢ subpopulacje, ktore charakteryzujg si¢ dtugotrwala
(ang. long-term, LT) lub krotkotrwatg (ang. short-term, ST) zdolnoscig do samoodnawiania.
W momencie gdy mysie HSC rozpoczynaja wyrazaé czasteczke CD34 przeksztalcajg sig
z populacji LT-HSC do ST-HSC. Identyfikacji kolejnych subpopulacji hematopoetycznych
komorek progenitorowych dokonuje si¢ na podstawie zestawu poszczegdlnych markerow,
anaich podstawie mozna wyrdzni¢ multipotencjalne progenitory (MPP) (Ryc.10),
w ktorych czg§¢ posiada pelne spektrum samoodnawiania (ST-HSC/MPP1) lub
ograniczone, zaangazowane w poszczegdlne linie rozwojowe (MPP2 do MPP4). Granice
fenotypowe pomigdzy poszczegdlnymi populacjami nie sg $ciste 1 mozna je okresli¢ jako
kontynuacje stanow progenitorowych. Odpowiednie subpopulacje multipotencjalnych
progenitorowych — MPP2, MPP3, MPP4 — roéznicuja si¢, dajac poczatek kolejnym
populacjom komorek progenitorowych - w MEP, GMP oraz CLP [81].
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Rycina 10. Mysia hematopoeza. Opracowanie wlasne na podstawie [81]. Opis w tek$cie powyzej.

1.9 Regulacja procesu hematopoezy

Ostateczny los komoérek podczas procesu hematopoezy jest regulowany przez
czasoprzestrzenne  fluktuacje  stgzenia czynnikéw transkrypcyjnych.  Czynniki
te wspotpracuja lub konkuruja w kierowaniu ekspresjg docelowego genu [82]. Niektore
czynniki transkrypcyjne pelnig istotng rolg¢ podczas procesu réznicowania [83], czego
przyktad stanowi czynnik FOG-1, ktéry jest niezbedny dla prawidlowego przebiegu
erytropoezy i megakariopoezy [84]. Inne czynniki moga mie¢ naktadajace si¢ funkcje
I wzajemnie si¢ zastepowacé, np. niektore czynniki transkrypcyjne z rodziny C/EBP. Podczas
mysiej hematopoezy czynnik C/EBPP moze zrekompensowac utrate czynnika C/EBPa i tym
samym umozliwié¢ réznicowanie granulocytow [85].

Pierwotna fala hematopoezy jest w duzej mierze regulowana przez dwa czynniki
transkrypcyjne — Gatal oraz Pu.l, ktore wykazujg wzgledem siebie hamujgce dziatanie.
Gatal odpowiada za regulacje rozwoju erytrocytow, a o jego istotnosci $wiadczy fakt,
ze Umyszy z delecja Gatal -/- zarodki umierajg podczas cigzy, poniewaz nie dochodzi
do réznicowania proerytroblastow do erytrocytow. Poza aktywowaniem genow

specyficznych dla erytrocytow, Gatal hamuje rozwdj linii mieloidalnej. Eksperymenty
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przeprowadzone u danio pregowanego, u ktorego usuni¢to gen Gatal, wykazaly zmiang
szlaku rozwojowego komorek krwi w kierunku linii mieloidalnej 1 wzrost ekspresji genow
specyficznych dla tej linii, tj. pu.l, mpo i Icpl [74]. Podobne eksperymenty wykazaty,
ze Pu.1 jest gtbwnym regulatorem linii mieloidalnej, obejmujacej makrofagi i granulocyty.
U danio pregowanego z nokautem genu Pu.l dochodzi do wzrostu ekspresji genu Gatal,
a nastepnie genu hbael, co swiadczy o zmianie Sciezki rozwojowej w kierunku erytrocytow
[86].

W regulacji ostatecznej fali hematopoezy kluczowa role odgrywa czynnik
transkrypcyjny Runxl. Myszy pozbawione genu Runxl tracg komoérki linii mieloidalnej
oraz limfoidalnej 1 wykazuja zmniejszong ekspresje genu Cmyb, nalezacego do rodziny
proto-onkogenow [87]. Myszy z nokautem genoéw z rodziny Myb wykazywaty silng anemig
z powodu uposledzenia erytropoezy w watrobie ptodowej [88].

Czynniki wazne dla hematopoetycznych komoérek macierzystych zwigzane z ich
zdolnos$cia do samoodnowienia to przede wszystkim czasteczki z rodziny Wnt oraz $ciezka
sygnalizacyjna Notch [74]. Sygnaly Wnt sg krytyczne dla prawidlowego przebiegu
embriogenezy, istniejg jednak sprzeczne doniesienia dotyczace istotnosci czasteczek Wnt
dla funkcji HSC. Wynika to najprawdopodobniej z faktu, iz poziom ekspresji omawianych
czasteczek jest zmienny w réoznych warunkach eksperymentalnych [89] [90]. Aktywacja
$ciezki Notch odpowiada za ekspansj¢ i zdolnos¢ do samoodnawiania si¢ przez HSC [91].
Po ekspozycji na ligandy Notch ludzkie komérki HSC mogg 100-krotnie powigkszy¢ swoja
bezwzgledna liczbe, szybko wzrasta tez liczba komoérek mieloidalnych [92].

Istnieja czynniki transkrypcyjne, ktére sa szczegoOlnie istotne dla rozwoju
poszczegblnych linii rozwojowych komorek krwi, nazywane nadrzednymi regulatorami.
Przyktad stanowi omawiany wczesniej czynnik GATA-1 regulujacy ekspresje gendow
odpowiedzialnych za kontrol¢ procesu dojrzewania erytroblastow 1 megakariocytow,
réznicujacych si¢ odpowiednio w erytrocyty i ptytki krwi. Ponadto czynnik ten odpowiada
za kontrolg procesu syntezy hemoglobiny [93] [94]. Funkcj¢ nadrzednego regulatora linii
limfoidalnej peilnig dwa czynniki. Pierwszy z nich, czynnik transkrypcyjny GATA3, jest
odpowiedzialny za roéznicowanie limfocytow T i ulega takze ekspresji w komorkach NK
[95]. Drugi z regulatoréw, czynnik transkrypcyjny Pax5, jest niezbgdny do przeksztatcenia
progenitoréw limfoidalnych w limfocyty B [96]. Czynnik PU.1 okresla si¢ jako kluczowy
regulator komunikacji komodrkowej w ukladzie odpornosciowym, poniewaz dziala
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jednoczes$nie na wczesnych i poznych etapach roznicowania, zarowno w linii mieloidalne;,
jak i limfoidalnej [97]. Proces dojrzewania komorek linii mielioidalnej jest ztozony, a istotne
znaczenie w procesie jego regulacji majg czynniki z rodziny C/EBP. Podczas hematopoezy
czynniki C/EBPa, C/EBPfB, C/EBP¢ oraz C/EBPS wyrazane sa gtownie w granulocytach,
monocytach i eozynofilach. Ekspresja C/EBPa dominuje w niedojrzalych komoérkach
wczesnych etapow hematopoezy tj. hematopoetycznych komoérkach macierzystych,
progenitorach wspolnych dla linii mieloidalnej oraz progenitorach wspélnych dla
granulocytow 1 makrofagow. Czynnik C/EBPe ulega ekspresji w pozniejszych etapach
rozwoju granulocytow. Dodatkowe czynniki zaangazowane w rozwoj linii mieloidalnej
to m.in. receptor witaminy D, ktory wspomaga dojrzewanie linii monocytarnej, a takze
receptor kwasu retinowego regulujacy proces granulocytopoezy. Inhibicja RAR zatrzymuje
granulocytopoeze na etapie promielocytow [82].

Decyzja o samoodnowieniu lub réznicowaniu si¢ hematopoetycznej komorki
macierzystej jest zalezna od poziomu czynnikéw transkrypcyjnych specyficznych dla
r6znych linii rozwojowych. Poziom ekspresji tych czynnikéw moze by¢ réznorodny
i zmienny, a ponadto podlega zewnatrzkomorkowym sygnalom regulacyjnym w postaci
cytokin hematopoetycznych. Komorki podscieliska, obejmujace wyspecjalizowane
fibroblasty, komorki srodbtonka i osteoblasty, produkuja takie cytokiny jak SCF, Tpo, FIt3L,
GM-CSF i G-CSF. Kazda z tych czasteczek jest produkowana w stosunkowo niskim
stezeniu, jednak wystepuja skoncentrowane lokalnie w szpiku kostnym, a ich wspdlne
dziatanie wspomaga przetrwanie i proliferacj¢ hematopoetycznych komoérek macierzystych
i progenitorowych. SCF (ang. Stem Cell Factor), ktory ulega ekspresji w fibroblastach
podscieliska 1 w komorkach srodbtonka, jest niezwykle istotny dla przetrwania, proliferacji,
migracji i réznicowania hematopoetycznych komoérek macierzystych. Brak tego czynnika
lub jego receptora (c-kit) skutkuje wystepowaniem ciezkiej niedokrwistosci. Cytokina FIt3L
ulega ekspresji w mezenchymalnych komorkach podscieliska, a jej niedobér powoduje
zmniejszenie puli progenitorowych komorek hematopoetycznych, co skutkuje mniejsza
loscig komorek mieloidalnych, limfocytow B, komorek NK i komoérek dendrytycznych.
Zwigkszona proliferacja konkretnej linii rozwojowej moze by¢ odpowiedzig na wytwarzane
w miejscach infekcji czynniki zapalne. I tak, fibroblasty i komoérki $rodblonka moga
produkowaé¢ zwigkszone ilosci G-CSF (czynnik stymulujacy tworzenie kolonii
granulocytow) 1 GM-CSF (czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytow
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I makrofagéw) w odpowiedzi na IL-1 i TNFo wytwarzane przez aktywowane monocyty lub
makrofagi. Z kolei zwi¢kszona produkcja TPO (trombopoetyna, czynnik wzrostu i rozwoju
megakariocytow) nastgpuje w odpowiedzi na TGFB, wytwarzany przez aktywowane
limfocyty T [98]. SCF i TPO w potaczeniu z takimi interleukinami jak IL-3, IL-6 czy IL-11
wplywajg na przezycie oraz proliferacje hematopoetycznych komoérek macierzystych [99].
Analiza genomu umozliwia poznanie molekularnego podtoza wielu choréb, co moze
mie¢ znaczenie dla lepszej diagnostyki i okreslenia wlasciwego postgpowania klinicznego.
Dla rozwoju nowotworoéw szczegdlnie istotne sg mutacje, ktore zaburzajg $ciezki sygnatowe
zwigzane z procesami réznicowania oraz proliferowania komorek. Zarowno kalcytriol,
jak i ATRA pelnig funkcje regulacyjne zwigzane z roznicowaniem blastow biataczkowych.
Do niedawna funkcj¢ receptora witaminy D badano gtownie w kontekscie komorek kosci,
skory i nerek. Uktad odpornosciowy jest stosunkowo nowym obiektem pod wzgledem badan
dotyczacych VDR, dlatego tez nie ma informacji dotyczacych regulacji ekspresji tego genu
W procesie hematopoezy. Warto przyjrze¢ si¢ temu aspektowi, aby mdc pdzniej stwierdzié,
ktore procesy stanowig fizjologiczng norme, a ktére z nich $wiadcza o wkroczeniu komorki
na sciezke nowotworzenia.
Wigkszo$¢ badan dotyczacych ludzkiej hematopoezy przeprowadzono na mysim modelu
badawczym [100]. Stusznos¢ takiego podejscia i zakres mozliwosci ekstrapolacji
uzyskanych w ten sposob wynikow na biologi¢ cztowieka zostanie doktadniej omowiona
w rozdziale 5. Uzyskane w niniejszej pracy wyniki moga by¢é pomocne w przyjeciu
stanowiska w kwestii stosowania modeli zwierzecych w tym zakresie, poniewaz stanowig
czes$¢ wiekszego projektu, w ktorym regulacja ekspresji genu VDR w procesie hematopoezy

badana jest zar6wno na modelu mysim, jak i ludzkim.
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2 Cel pracy

Celem niniejszej pracy bylto opisanie niektorych molekularnych mechanizmow
regulacji transkrypcji genu VDR na réznych etapach mysiej hematopoezy, a w szczegolnosci
wplywu czynnikow, ktére sa stosowane w czasie terapii nowotwordw ukladu
krwiotworczego — kalcytriolu i kwasu retinowego. Aby osiggnaé ten cel, zaplanowano
zbadanie aktywnosci promotora(éw) genu VDR 1 jego interakcji z elementami
regulatorowymi. Prace mialy roéwniez na celu okreslenie udzialu mechanizmow
epigenetycznych i potencjalnej roli receptoréw kwasu retinowego w regulacji transkrypcji
genu VDR. Uzyskana wiedza, dotyczaca mechanizmow regulacji ekspresji receptora VDR
w czasie prawidtowej hematopoezy, jest niezbedna do zrozumienia w jaki sposdb dochodzi
do zaburzen regulacji ekspresji genu VDR w nowotworach uktadu krwiotworczego.
Ponadto, poréwnanie tych mechanizmow u myszy iludzi moze pozwoli¢ na bardziej
krytyczne odniesienie si¢ do wynikow uzyskanych na modelu mysim w kontekscie
planowania strategii terapeutycznych u ludzi.

Prace mozna podzieli¢ na pig¢ blokow eksperymentalnych, w ktérych podjeto probe
realizacji wymienionych celow szczegotowych:

I. Identyfikacje wykorzystywanych w komorkach krwi promotorow genu VDR oraz
ustalenie wariantow konca 5’ 1 wyznaczenie punktu startu transkrypcji VDR.

II. Wyznaczenie profilu ekspresji wariantow transkrypcyjnych genu VDR w mysich
komorkach krwi.

I1l. Zbadanie stanu metylacji promotorow genu VDR w mysich komoérkach krwi.

IV. Okreslenie elementow regulatorowych wiazacych receptor VDR w obrebie locus VDR.
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3 Materialy i metody

3.1 Materialy

3.1.1 Bakterie
a. Escherichia coli DH5a — szczep bakterii stosowany jako komorki kompetentne
podczas klonowania, powielania i izolacji plazmidow;
b. Escherichia coli HST08 — szczep bakterii stosowany jako komorki kompetentne

podczas klonowania, powielania i izolacji plazmidow.

3.1.2 Linie komorkowe
a. 32D — mysia mieloidalna linia komorkowa;

b. NIH3T3 — mysia linia komorkowa embrionalnych fibroblastow.

3.1.3 Zwierz¢ta laboratoryjne
Mus musculus C57BL/6J.

3.1.4 Odczynniki chemiczne, komercyjne zestawy, enzymy, przeciwciala i cytokiny

Tabela 1. Wykaz odczynnikow chemicznych, komercyjnych zestawow, enzymow i przeciwciat

odczynnikow wykorzystanych podczas realizacji projektu.

Nazwa odczynnika \ Producent Aplikacja
Odczynniki chemiczne
Woda MilliQ Pracownia Chemii Ogolnej | Klonowanie, 1zolacja
IITD PAN DNA

Glicerol POCH S.A. Klonowanie
Izopropanol 99% POCH S.A. Izolacja DNA/RNA
Etylowy alkohol 96% POCH S.A. Izolacja RNA/DNA
Choroform POCH S.A. Izolacja RNA
TRI REAGENT MRC Izolacja RNA
Woda wolna od RNaz Qiagen Izolacja RNA
dATP Solution (100 mM) Thermo Fisher Scientific PCR
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dNTP Set 100 mM Solutions

Thermo Fisher Scientific

PCR

Rozwor betainy (5 M)

Sigma - Aldrich

PCR

10X FastDigest Green Buffer

Thermo Fisher Scientific

Trawienie restrykcyjne

Proteinaza K

Roche

Izolacja komorek

Glikogen

Thermo Fisher Scientific

Ligacja

Octan Amonu

Sigma-Aldrich

Ligacja

GeneRuler 1 kb DNA Ladder

Thermo Fisher Scientific

Elektroforeza zelowa

GeneRuler 1 kb Plus DNA
Ladder

Thermo Fisher Scientific

Elektroforeza zelowa

DNA Gel Loading Dye (6X)

Thermo Fisher Scientific

Elektroforeza zelowa

TAE Buffer (Tris-acetate- | Thermo Fisher Scientific Elektroforeza zelowa
EDTA) (50X)

AGAROSE, Biotechnology | BioShop Elektroforeza zelowa
Grade

Midori Green Advance Nippon Genetics Elektroforeza zelowa
Random Hexamer Primer Thermo Fisher Scientific Odwrotna transkrypcja
Oligo (dT)18 Primer Thermo Fisher Scientific Odwrotna transkrypcja
10X RT Buffer Thermo Fisher Scientific Odwrotna transkrypcja

POP-6™ Polymer for the 310
Genetic Analyzer

Thermo Fisher Scientific

Sekwencjonowanie

310 and 31xx Running Buffer

Thermo Fisher Scientific

Sekwencjonowanie

Hi-Di™ Formamide

Thermo Fisher Scientific

Sekwencjonowanie

Ampicylina Sigma-Aldrich Hodowle bakteryjne
Kanamycyna Sigma-Aldrich Hodowle bakteryjne
Chloramfenikol Sigma-Aldrich Hodowle bakteryjne
IPTG Thermo Fisher Scientific Hodowle bakteryjne
X-Gal Thermo Fisher Scientific Hodowle bakteryjne
LB Broth (Miller) Sigma-Aldrich Hodowle bakteryjne
LB Broth (Lennox) Sigma-Aldrich Hodowle bakteryjne
Agar BioShop Hodowle bakteryjne
1a,25-dihydroksywitamina D3 | Cayman Hodowle komorkowe
ATRA Cayman Hodowle komorkowe
Penicylina-Streptomycyna Sigma-Aldrich Hodowle komorkowe
2-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich Hodowle komorkowe
Fetal Bovine Serum (FBS) Sigma-Aldrich Hodowle komorkowe
99,5% DMSO Sigma - Aldrich Hodowle komoérkowe

PBS

Pracownia Chemii Ogo6lnej
IITD PAN

Hodowle komoérkowe

Hanks Balanced Salt Solution
(HBSS)

Sigma - Aldrich

Hodowle komorkowe
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Enzymy

Alkaline Phosphatase, Calf NEB 5’RACE PCR
Intestinal (CIP)

Tobacco Acid Pyrophosphatase | Epicentre 5’RACE PCR
(TAP)

T4 RNA Ligase 1 (SSRNA NEB 5’RACE PCR
Ligase)

SuperScript 111 Reverse Thermo Fisher Scientific Odwrotna transkrypcja
Transcriptase (200 U/ul)

MultiScribe™ Reverse Odwrotna transkrypcja

Transcriptase

Thermo Fisher Scientific

FastDigest Bglll

Thermo Fisher Scientific

Trawienie restrykcyjne

FastDigest Kpnl

Thermo Fisher Scientific

Trawienie restrykcyjne

FastDigest Xhol

Thermo Fisher Scientific

Trawienie restrykcyjne

FastAP Thermosensitive
Alkaline Phosphatase (1 U/L)

Thermo Fisher Scientific

Defosforylacja

T4 DNA Ligase Thermo Fisher Scientific Ligacja
RiboLock RNase Inhibitor (40 | Thermo Fisher Scientific Odwrotna transkrypcja
U/L)
DreamTaq DNA Polymerase Thermo Fisher Scientific PCR
Phusion Hot Start Il High- Thermo Fisher Scientific PCR
Fidelity DNA Polymerase
Komercyjne zestawy odczynnikoéw
GeneJet Plasmid Midiprep Kit | Thermo Fisher Scientific Izolacja DNA

plazmidowego

Wizard SV Gel and PCR
Clean-Up

Promega

Oczyszczanie DNA
plazmidowego

GenelJet Gel Extraction Kit Thermo Fisher Scientific Izolacja DNA z zelu
agarozowego
PicoPure RNA Isolation Kit Promega Izolacja RNA

Abi Prism BigDye Terminator
v3.1 Cycle Sequencing Kit

Thermo Fisher Scientific

Sekwencjonowanie

ONE-Glo EX Luciferase Assay
System

Promega

Test lucyferazowy

PowerUpTM SYBR®Green Thermo Fisher Scientific gPCR
Master Mix
High-Capacity cONA Reverse | Thermo Fisher Scientific Odwrotna transkrypcja

Transcription Kit

Magna ChIP A/G

Merck Millipore

Immunoprecypitacja
chromatyny
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5X In.-Fu3|0n HD Enzyme Takara Bio USA Klonowanie
Premix
Przeciwciata
anti-mouse Sca-1 (Ly6A/E) BioLegend Cytometria
FITC przeptywowa
anti-mouse CD117 (c-kit) APC BioLegend Cytometria
przeplywowa
anti-mouse CD150 Pacific Blue BioLegend Cytometria
przeptywowa
anti-mouse CD16/32 APC/Cy7 BioLegend Cytometria
przeptywowa
anti-mouse CD34 PE BioLegend Cytometria
przeptywowa
anti-mouse CD127 BioLegend Cytometria
PerCP/Cy5.5 przeplywowa
Normal mouse IgG Merck Millipore Immunoprecypitacja
chromatyny
anty-VDR (C-20) SC-1008 Santa Cruz Biotechnology Immunoprecypitacja
chromatyny
Cytokiny
Rekombinowana mysia IL-3 PeproTech Hodowle komoérkowe
Rekombinowana mysia IL-6 PeproTech Hodowle komoérkowe
SCF (Stem Cell Factor) PeproTech Hodowle komorkowe
FIt3-Ligand 50ng/ml PeproTech Hodowle komorkowe
TPO (Thrombopoietin) PeproTech Hodowle komorkowe

3.1.5 Bufory i media hodowlane

Tabela 2. Wykaz buforéw i mediow hodowlanych wykorzystanych podczas realizacji projektu.

(4,5 g/l glukozy, 10 mM HEPES,
1,0 mM pirogronian sodu),

10 ml inaktywowanego FBS,

1 ml L-glutaminy,

1 ml roztworu penicylina-
streptomycyna (100X)

Nazwa Sktad Aplikacja
Media hodowlane
RPMI-1640 88 ml RPMI-1640 Hodowla komorkowa

Linia 32D
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DMEM

87 ml medium Dulbecco's
Modified Eagle's,

10 ml FBS,

1 ml roztworu penicylina-
streptomycyna (100U/ml),

1 ml L-glutaminy (200 mM),

Iml B-merkaptoetanolu (100mM)

Hodowla komorkowa
Linia NIH3T3
Hodowle pierwotne

Stemline® Hematopoietic | Tajemnica handlowa producenta Sigma Aldrich
Stem Cell Expansion
Medium
Bufory
Bufor P1 50 mM Tris/HCI (pH 8,0) Izolacja DNA
10 mM EDTA plazmidowego
100 pg/ml RNaza A
Bufor P2 02M NaOH Izolacja DNA
1% SDS plazmidowego
Bufor P3 3M octan potasu (pH Izolacja DNA
5,5) plazmidowego
Cell Resuspension 50mM Tris-HCI (pH 7.5) Izolacja DNA
Soluiton 10mM EDTA (pH 8.0) plazmidowego
100pg/ml RNaza A
Cell Lysis Solution 0.2M NaOH Izolacja DNA
1% SDS plazmidowego
Neutralization Solution 4.09M chlorowodorek Izolacja DNA
guanidyny (pH 4.2) plazmidowego
759mM octan potasu
2.12M kwas octowy
Column Wash Solution 162.8mM octan potasu Izolacja DNA
22.6mM Tris-HCI (pH 7.5) plazmidowego
0.109mM  EDTA (pH 8.0)
Bufor TE 100 mM 1M Tris-HCI Izolacja DNA
(pH 7,5 lub 8.0)
10 mM 0,5M EDTA (pH 8)
ACK (Ammonium- 0.15M NH4CI Hodowle komorkowe
Chloride-Potassium) 0.01M KHCOs3
Lysing Buffer 0.0001 M Na,EDTA
Bufor do lizy 100 mM Tris pH 8,0 Hodowle komoérkowe
(proteinaza K) 5mM EDTA
0,5% SDS
200 mM NaCl
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3.1.6 Startery oligonukleotydowe

Tabela 3. Wykaz starteréw oligonukleotydowych wykorzystanych podczas realizacji projektu.

Nazwa Sekwencja
mVDRpromR 5’ GGAAGATCTGAACCCCCTTCCCCCTGCAC 3’
mVDREpromF 5> CCGCTCGAGGTGGTTGATTCCAAGTCAAGAAAGTTTCA 3°
mVDRE1F 5’ CCGCTCGAGTCCCTGTCCCCACTGAGCCTC 3’
mVDRE123F 5> CCGCTCGAGGTTGTGAGCTGCCAGGTAGG 3’
pNIucR 5" CGCTCAGACCTTCATACGGGA 3’
pNIlucF 5’ CCTAACTGGCCGGTACCTG 3’
mVDRslicR 5 GGCTAGCGAGCTCAGGTACCCTGGCTGCCTCATGCTCAG 3’
: 5> GGCCTAACTGGCCGGTACCTTCCTGATCTCACACACTCTC
mVDRslicF )
CC3
ChIPS1R 5> AACCCTGTCATTCTCTAACTGG 3°
ChIPS1F 5> CCCCTGGCACTTTATGTTTTT 3°

ChIPCyp24alR

5" AGTGGCCAATGAGCACGC 3°

ChIPCyp24alF

5" GGTTATCTCCGGGGTGGAGT 3’

ChIPVDRE1R

5" CTACCTGACGTTCTTCTGCTAACT 3°

ChIPVDRELF

5> ATGAGTTCTCAGGAGCCATGC 3’

ChIPVDRE23R

5> GCCATACTGACCTTACTGGGAATC 3°

ChIPVDRE23F

5’ TGAGAGGCAGTGTGAAATGATGG 3’

mMGAPDHR 5 ACACATTGGGGGTAGGAACA 3’
MGAPDHF 5 AACTTTGGCATTGTGGAAGG 3’
mVDRR 5" CTGGTCATCAGAGGTGAGGTC 3’
mVDRF 5 CACCTGGCTGATCTTGTCAGT 3’
mCYP24A1R 5’CCAGTCTTCGCAGTTGTCC 3’
MCYP24A1F 5 CACGGTAGGCTGCTGAGATT 3’
MVDRex4RcOut | 5° TCTGTGAGGATGAACTCCTTCATC 3
mVDRex4-5Rcln | 5° TCCTTGGTGATGCGGCAATCTC 3’
grm(r:E Outer 5 GCTGATGGCGATGAATGAACACTG 3°
grﬁfE Inner 5" CGCGGATCCGAACACTGCGTTTGCTGGCTTTGATG 3’
SP6 5 ATTTAGGTGACACTATAG 3’
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T7

5> TAATACGACTCACTATAGG 3’

3.1.7 Plazmidy

Tabela 4. Wykaz plazmidéw wykorzystanych podczas realizacji pracy.

Nazwa

Opis

Producent

pNL 1.2 [NlucP]

Synthetic poly(A)
signalftranscriptional
pause site

[for background
reduction)

Bglysfil |9

Accebl 15
Kpnl 19
FcolCRI | 24
Sac| 26
Mhel 28
Brritl 32
*hal 34
EcoRV 42
Byl 47
Bgllistil | 60
Hindlll 6

pNL1.2(NlucP]
Vector
{3233bp)

VA0 lale
poly(A) signal

Rycina 11. Mapa plazmidu pNL 1.2 [NlucP] [101].

101 1[BamHI
1017]Sall

10322WA

Wektor shuzacy
do klonowania regionow
promotorowych. Zawiera m.in. gen
warunkujacy oporno$¢ na ampilcyline
oraz gen kodujacy lucyferaze NanoLuc
(NlucP). Enzym ten znajduje si¢ pod
kontrola wklonowanego fragmentu
promotorowego.

Wektor wykorzystywany jest podczas
testow lucyferazowych.

reporterowy

Promega

PRL-TK

2223 BamHI
SV40 late
poly(a)

1971 Xbal (4,045bp)

HSV TK
Promoter
Rluc

EcoRI 649
Hindlll 760

(1040)” Nhel
Csp45l 1024

Rycina 12. Mapa plazmidu pRL-TK [102].

Wektor
W tescie

reporterowy  stosowany
lucyferazowym jako
wewnetrzna  kontrola  wydajnosci
transfecji. Wektor zawiera m.in. gen
warunkujacy oporno$¢ na ampilcyline
oraz gen kodujacy lucyferaze
pochodzaca z Renilla reniformis.
znajdujacg si¢ pod kontrolg promotora
Kinazy tymidynowej wirusa
opryszczki pospolitej (HSV-TK).

Promega

pGL4.53 [luc2/PGK]

Synthetic poly(A)
signal/transcriptional
pause site

(for background
reduction)

PGK
promoter
Hindlll 543

pGLA.53[/uc2/PGK]
Vector
(4716bp)

2494 Xbal 2232
2500

—7
SVA40 late
Sall poly(A)

signal

Rycina 13. Mapa plazmidu pGL4.53 [luc2/PGK]
[103].

Wektor  reporterowy  stosowany
podczas testu lucyferazowego jako
kontrola pozytywna. Wektor zawiera
m.in. gen warunkujacy opornos¢ na
ampilcyline oraz gen kodujacy
lucyferaze pochodzaca z Photinus
pyralis, ktora znajdujace si¢ pod
kontrola promotora kinazy
fosfoglicerynianowej.

Promega
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PGEM-T easy

Nied

pGEM" -T Easy
Vector
16bp)

1 -

Bsrx| |18 ®
\|wsit |127 g
3 3

\l Tsp6

Rycina 14. Mapa plazmidu pGEM-T easy [104].

Wektor stosowany do klonowania
produktow reakcji PCR. Wektor w
postaci linearnej zawiera na koncach
3’ tyminy. Umozliwia to wklonowanie
produktu reakcji PCR, ktory zawiera
reszty adeniny, dodawane na koncach
przez polimeraze. Wektor warunkuje
oporno$¢ na ampicyling, ponadto
posiada polilinker umiejscowiony w
genie lacZ, ktéory koduje PB-
galaktozydaze. Zastsowanie wektora
PGEM-T easy umozliwia selekcje
W systemie ,,blue-white”.

Promega

3.1.8 Aparatura

Tabela 5. Wykaz aparatury stosowanej podczas realizacji pracy.

Jacketed Incubator

Urzadzenie Model Producent
Spektrofotometr NanoDrop Thermo Fisher Scientific
Termocykler MJ Research PTC-200 Bio-Rad

Worteks Vortex Genie 2 Scientific Industries
Waga analityczna AB204 Mettler-Toledo
L.aznia wodna WB4 Biosan

Mieszadlo kotowe F205 Falc

Zasilacz do elektroforezy E385 Consort
Transluminator BTX-20.M Syngen Biotech
Aparat do archiwizacjo zeli | CN-TFX Vilber Lourmat
agarozowych

Wiréwka 5417R Eppendorf
Wiréwka 4K15 Sigma

Termostat ThermoStat plus Eppendorf
Termostat Thermomixer compact Eppendorf
Inkubator HT Ecotron Inforst

Inkubator IR Autoflow CO. Water- | Nuaire

Inkubator CO2 do hodowli

komorkowych PE)

(Model No. MCO-18AC-

Panasonic Healthcare Co.

Laminar

Class 1l A/B3 Biological
Safety Cabinet

Forma Scientific
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Sorter komorkowy

BD FACSAria™ III Cell
Sorter

Beckton Dickinson

Zamrazarka -86°C Ultralow Freezer Nuaire
Zamrazarka -20°C Ardo

Elektroporator Gene Pulser 11 Bio-Rad
Sekwenator 310 Genetic Analyser Abi Prism
Luminometr TD-20/20 Luminometer Turner Designs
Termocykler MJ Reaserch Opticon 2 Bio-Rad
Neon Pipette Invitrogen
Neon Pipette Station Invitrogen
Neon Tips Invitrogen
Neon Transfection Device Invitrogen
Mikroskop odwrocony OPTON
System prozniowy Eluator™ Promega
Szafa chlodnicza Mawi Mawi
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3.2 Metody

3.2.1 Trawienie proteinaza K
Fragment wybranej tkanki umieszczono w 200 ul buforu do lizy, po czym dodawano
proteinaz¢ K do osiggni¢cia koncowego st¢zenia 100 ug/ml. Reakcje prowadzono

w temperaturze 56°C przez okoto 12 godzin.

3.2.2 lzolacja DNA genomowego
Tkanki, z ktéorych wyizolowano material genetyczny zostaly poddane trawieniu
proteinaza K, po czym postepowano zgodnie z procedura:
a. Probke zawierajaca zawiesing komorkowa wirowano 10 min przy obrotach
12 000xg, w temperaturze 4 °C, po czym supernatant przeniesiono do nowej
probowki.
b. Do probki dodano 96% izopropanolu w stosunku 1:1. Cato$¢ doktadnie zmieszano
i chtodzono przez 20 min, w temperaturze -20 °C.
c. Cato$¢ zwirowano przez 20 min przy obrotach 12 000xg, w temperaturze 4 °C.
d. Usunigto supernatant, dodano 500 ul 75% roztworu etanolu 1 wirowano przez
5 min przy obrotach 12 000xg, w temperaturze 4 °C.
e. Usunigto roztwor etanolu, probke wysuszono, a uzyskane DNA zawieszono
w 50 pul miliQ.

3.2.3 Izolacja DNA plazmidowego z komorek bakteryjnych w skali mini
Izolacja plazmidow z komorek bakteryjnych zostata przeprowadzana z hodowli bakteryjne;j
0 objetosci 1 ml zgodnie z procedura:
a. Hodowle bakteryjng wirowano przez 5 min przy obrotach 5000xg,
w temperaturze 4°C.
b. Usunig¢to supernatant, osad bakteryjny zawieszano w 100 pl buforu P1
I zwroteksowano.
c. Dodano 200 pl buforu P2 1 delikatnie zmieszano poprzez inwersje. Catos¢
inkubowano 5 min w temperaturze pokojowe;j.
d. Dodano 150 pl schtodzonego buforu P3. Cato$¢ zmieszano poprzez inwersje,

po czym inkubowano 10 min na lodzie.
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e. Wirowano 10 min przy obrotach 20 000xg, w temperaturze 4°C.

f. Supernatant zebrano i przeniesiono do nowej probowki. Dodano 96 % roztworu
izopropanolu w stosunku 1:1, przepipetowano i inkubowano 20 min
w temperaturze -20°C.

g. Wirowano 20 min przy obrotach 20 000xg, w temperaturze 4°C.

h. Usunigto supernatant, po czym dodano 1 ml 75% roztworu etanolu.

1. Probke wirowano przez 5 min przy obrotach 20 000xg , w temperaturze 4°C.

j- Supernatant usunig¢to, a peletk¢ pozostawiono do wyschniecia przez 5 min
w temperaturze pokojowej.

k. Peletk¢ zawieszono w 30 pl wody wolnej od nukleaz. Uzyskany produkt
przechowywano w temperaturze -20°C.

3.2.4 Izolacja plazmidow w skali midi
Izolacja plazmidow z komodrek bakteryjnych w skali midi zostala przeprowadzana
z wykorzystaniem zestawu Genelet Plasmid Midiprep Kit zgodnie z protokotem

zalagczonym przez producenta.

3.2.5 lzolacja RNA z zastosowaniem TriReagent (duza ilo$¢ komorek)
Calkowite RNA izolowano z linii komorkowych oraz tkanek 1 komorek wyizolowanych
Z myszy. Izolacje przeprowadzano zgodnie z nastgpujaca procedura:
a. uzyskany material biologiczny zwirowano, po czym usuni¢to supernatant
i dwukrotnie przeptukano buforem PBS;
b. Probke zawieszono w 1 ml Trizolu, a nastgpnie inkubowano przez 5 min
w temperaturze pokojowej;
c. Dodano 200 pl chloroformu i energicznie wytrzasano probke przez okotlo
15 sekund, po czym inkubowano 5 min w temperaturze pokojowej;
d. Probke wirowano 15 min przy obrotach 12 000xg, w temperaturze 4°C;
e. Po zwirowaniu przeniesiono faz¢ wodng do nowej probowki, dodano 500 ul
96% roztworu izopropanolu 1 wymieszano, a nastgpnie inkubowano 10 min
na lodzie;
f. Wirowano 20 min przy obrotach 20 000xg, w temperaturze 4°C;
g. Supernatant odciggni¢to, dodano 1 ml 75% roztworu etanolu i1 przepipetowano;
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h. Wirowano 5 min przy obrotach 7500xg, w temperaturze 4°C;

1. Usunigto supernatant, peletke pozostawiono do wyschnigcia, po czym zawieszono
w 20 pl wody wolnej od nukleaz.

j. Stezenie otrzymanego RNA okreslono przy uzyciu spektrofotometru, a jakos¢
uzyskanego kwasu nukleinowego zostala sprawdzona poprzez elektroforetyczny
rozdzial probki w zelu agarozowym;

k. Probke wyizolowanego RNA przechowywano w temperaturze -80°C.

3.2.6 Izolacja RNA z zastosowaniem PicoPure RNA Isolation Kit (mala ilos¢
komorek)

Izolacje RNA z niewielkiej ilo§ci materialu (od kilkuset komoérek do 1 miliona)

przeprowadzono uzyciu PicoPure RNA Isolation Kit wedtug zataczonego przez producenta

protokotu.

3.2.7 Spektrofotometryczny pomiar stezenia i czystosci kwasow nukleinowych
DNA/RNA
Stezenie oraz czysto$¢ probek DNA i RNA dokonano przy uzyciu spektrofotometru
NanoDrop. W analizowanej probce mierzono absorbancj¢ wigzki $wiatla przy dtugosci fal
przy dlugosci fal A=260 nm 1 A=280 nm. Pomiar za pomoca spektrometru NanoDrop
przeprowadzono naktadajac probe na element optyczno-pomiarowy urzadzenia. Pomiaru
dokonano wzgledem préby kontrolnej, stanowigcej rozcienczalnik proby badane;j.
Spektrometr obslugiwano za pomoca komputera z wykorzystaniem oprogramowania
Thermo Scientific NanoDrop2000. Pomiary oraz obliczenia stgzenia i Stosunku
Abs260/Abs280 dokonywane sg automatycznie po wyborze rodzaju wykonywanej analizy.
Wyznaczony stosunek wartos$ci absorbancji A260/A280 informowal o zanieczyszczeniu
probki biatkami, ktory dla probki niezanieczyszczonej powinien miesci¢ si¢ w zakresie od
1,6 do 1,8. Stosunek warto$ci absorbancji A260/A230 dla probki, ktéora nie jest
zanieczyszczona fenolem wynosi od 1,8 do 2,0. Przyjeto, ze dla DNA o stgzeniu 50 pg/ml

oraz dla RNA o stezeniu 40 pg/ml warto$¢ OD jest rowna 1.
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3.2.8 Odwrotna transkrypcja

W wyniku reakcji otrzymywane jest jednoniciowe cDNA, komplementarne do mRNA

wyizolowanego z komorek. Proces ten przeprowadzany jest przy uzyciu odwrotnej

transkryptazy otrzymanej z wirusa M-MLV. Matryce stanowito 100 ng RNA otrzymanego

podczas eksperymentu. Stosowano High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit zgodnie

z zaleceniami producenta. Tabele 6-7 przedstawiajg sktad i program reakcji odwrotnej

transkrypcji.

Tabela 6. Sktadniki reakcji odwrotnej transkrypcji.

Skladnik Objetos¢
10x RT Buffer 2 ul
10x RT Random Primers 2 ul
25X dNTP Mix (100 mM) 0,8 ul
MultiScribe™ Reverse Transcriptase 1 ul
RNase Inhibitor 1 ul
Nuclease-free H20 3,2
RNA* 10 pl

Tabela 7. Program reakcji odwrotnej transkrypcji.
Etap Temperatura Czas
Annealing 25°C 10 min
Odwrotna transkrypcja 37°C 120 min
Inaktywacja termiczna 85 °C 5 min
Chlodzenie 4°C 00

3.2.9 Reakcja PCR

Podczas reakcji, ktorych celem bylo okreslenie specyficznosci 1 wielkosci produktu

stosowano polimeraz¢ DreamTaq. Podczas klonowania stosowano polimeraze¢ Phusion Hot

Start 1I, ktora posiada wilasciwosci egzonukleazy 3’ -> 5°, dzieki czemu otrzymywano

wierne kopie powielanego fragmentu DNA. Ponizej przedstawiono tabele zawierajace sktad

mieszaniny reakcyjnej lub program reakcji specyficzny dla danego rodzaju polimerazy

(Tabele 8-11).
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Tabela 8. Sktad mieszaniny reakcyjnej z uzyciem polimerazy DreamTagq.

Skladnik Objetos¢ Stezenie koncowe
Bufor DreamTaqg 10X 2 ul 1X

dNTP 10 mM 0,3 ul 150 uM

Starter Forward 50 pM 0,2 ul 0,5 uM

Starter Reverse 50 uM 0,2 ul 0,5 uM
Polimeraza DNA DreamTaq 0,1 ul 0,025 U/ul
Matryca DNA X 10pg—1pg

Woda wolna od nukleaz

Uzupetni¢ do 20 pl

Tabela 9. Sktad mieszaniny reakcyjnej z uzyciem polimerazy Phusion.

Skladnik Objetos¢ Stezenie koncowe
Bufor Phusion Green HF 5X 4 ul 1X
dNTP 10 mM 0,4 ul 200 uM
Starter Forward 50 pM 0,2 ul 0,5 uM
Starter Reverse 50 pM 0,2 ul 0,5 uM
Polimeraza DNA Phusion Hot Start 11~ 0,2 ul 0,02 U/ul
Matryca DNA X 10pg—1 g
Woda wolna od nukleaz Uzupetni¢ do 20 pl
Tabela 10. Program reakcji PCR dla Polimerazy DNA DreamTag.
Etap Temperatura Czas Liczba cykli
Wstepna denaturacja 94 °C 3 min 1
Denaturacja 94 °C 30s
Annealing 30s 25-30
Elongacja 72 °C 1 min/kpz
Elongacja koncowa 72 °C 5 min 1
Tabela 11. Program reakcji PCR dla Polimerazy DNA Phusion Hot Start I1.
Etap Temperatura Czas Liczba cykli
Wstepna 98 °C 30 min 1
denaturacja
Denaturacja 98 °C 5-10s
Annealing X 10-30 s 25-30
Elongacja 72 °C 15-30 s/kpz
Elongacja koncowa 72 °C 5 min 1
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Temperatur¢ przytaczenia starteréw (ang. annealing) ustalono zgodnie z wiasciwosciami
fizycznymi starterow. Czas elongacji zalezny byt od wielko$ci produktu reakcji 1 rodzaju

zastosowanej polimerazy.

3.2.10 Reakcja PCR na koloniach bakteryjnych

W reakgji tej matryce stanowi pojedyncza kolonia bakteryjna, pobrana bezposrednio z ptytki
hodowlanej. Czas wstepnej denaturacji wydtuzony jest do 5 min, pozostate warunki
pozostajg niezmienione. Technika ta stosowana jest po procesie transformacji bakterii,

a jej celem jest sprawdzanie obecnosci insertu w wektorze.

3.2.11 Elektroforeza DNA/RNA w zelu agarozowym

Elektroforetyczny rozdziat fragmentéw DNA/RNA prowadzono w zelu agarozowym.
Stezenie agarozy stosowane do analizy bylo zalezne od wielko$ci rozdzielanych czasteczek
- dla fragmentow DNA ponizej 500 pz wykorzystywano zele o st¢zeniu agarozy 2%,
dla wigkszych czasteczek stosowano zele o 1% stezeniu agarozy.

Zel przygotowano poprzez rozpuszczenie odpowiedniej ilosci agarozy w 60 ml buforu TAE
1X, po czym dodawano 4,5 pl barwnika Midori Green Advanced. Probki nanoszono na zel
z dodatkiem 6X stezonego buforu obciazajacego. Stosowano marker wielko$ci czasteczek
DNA GeneRuler 1kB DNA. Elektroforez¢ prowadzono przy napigciu od 90 do 110V.
Wizualizacje rozdziatu czasteczek DNA/RNA w $wietle ultrafioletowym dokonano przy

uzyciu transluminatora 1 archiwizowano z wykorzystaniem stacji Vilber Lourmat CN-TFX.

3.2.12 Oczyszczanie DNA z zelu agarozowego
Ekstrakcj¢ DNA z zelu agarozowego przeprowadzono przy uzyciu zestawu Genelet Gel

Extraction Kit zgodnie z protokolem podanym przez producenta.

3.2.13 Trawienie restrykcyjne DNA

Reakcje trawienia restrykcyjnego DNA przeprowadzano zgodnie protokotem podanym
przez producenta dla poszczegolnych enzyméw restrykcyjnych. Proces przeprowadzano
przez okoto 2h w temp. 37 °C. Ponizej przedstawiono tabele przedstawiajacg ogodlny schemat

mieszaniny stosowany podczas reakcji trawienia restrykcyjnego (Tabela 12).
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Tabela 12. Og6lny schemat mieszaniny reakcji trawienia restrykcyjnego.

Odczynnik Hos¢

10X FastDigest Buffer 2 ul

enzym restrykcyjny 1 ul

DNA <lug

woda wolna od DNaz uzupehi¢ do 20 ul

3.2.14 Defosforylacja koncow nici DNA

W reakcji stosowano enzym alkaliczng fosfataze FastAP, ktora odiacza grupy fosforanowe
od koncow 5’ zlinearyzowanego plazmidu, co zapobiega jego recyrkulacji podczas procesu
klonowania. Mieszaning reakcyjng inkubowano przez 10 min. w temp. 37°C, a nastepnie
inaktywowano termicznie enzym przez 5 min w temp. 75°C. Sktad mieszaniny reakcyjne;j

przedstawia Tabela 13.

Tabela 13. Sktad reakcji defosforylacji.

Odczynnik Iosé

10X FastAP Buffer 2 ul

FastAP 1 ul
Zlinearyzowane DNA <lpg

woda wolna od DNaz uzupehi¢ do 20 pl

3.2.15 Oczyszczanie DNA po reakcji enzymatycznej
Po zakonczonych reakcjach enzymatycznych oczyszczano fragmenty DNA z mieszaniny
reakcyjnej z wykorzystaniem zestawu Thermo Scientific GeneJet Gel Extraction Kit.
Protokot producenta zostal zmodyfikowany w nastepujacy sposob:
a. Do probki dodano Binding Buffer w stosunku objetosciowym 1:1, calosé
przeniesiono na kolumng¢ dotaczong do zestawu;
b. Wirowano przez 1 min przy predkosci 5000xg, w temperaturze pokojowej;
¢. Przesacz odrzucono, na kolumng¢ naniesiono 700 pul Wash Buffer i wirowano
w warunkach opisanych w punkcie nr 2;
d. Przesacz odrzucono i ponownie wirowano w warunkach opisanych w punkcie

nr2;
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e. Kolumng¢ przeniesiono do nowej probowki i naniesiono na nig 30 ul Elution
Buffer, calo$¢ inkubowano 3 min w temperaturze pokojowej;
f. Wirowano przez 1 min przy predkosci 5000xg, w temperaturze pokojowej;

g. Uzyskany roztwor DNA przechowywano w temp. -20°C.

3.2.16 Ligacja DNA
Stosunek molarny insertu do wektora wynosit 3:1. Reakcj¢ przeprowadzono w temperaturze

14 °C przez 16 godzin. Sktad mieszaniny reakcyjnej przedstawia Tabela 14.

Tabela 14. Sktad reakcji ligacji.

Odczynnik Ilosé

10X Ligase Buffer 1 ul

Ligaza DNA T4 1 ul

Zlinearyzowane DNA 100 ng

Insert DNA w stosunku molowym wobec wektora 3:1
woda wolna od DNaz uzupeti¢ do 10 pl

3.2.17 Oczyszczanie DNA po ligacji
Oczyszczenie DNA z mieszaniny reakcyjnej przeprowadzono zgodnie z ponizszym
protokotem:
a. Do roztworu reakcji ligacji dodano odczynniki w nastgpujacej kolejnosci:
- 1 pl glikogenu
- 9 ul miliQ
- 6,6 ul 7,5 octanu amonu
- 26 ul 96% izopropanolu
b. Catos¢ inkubowano przez 30 min w temperaturze -20°C, po czym wirowano
25 min przy predkosci 20 000xg, w temperaturze 4°C;
c. Usunigto supernatant, peletke przemyto 100 pl 75% roztworem etanolu i wirowano
5 min przy predkosci 20 000 g, w temperaturze 4°C,;
d. Usuni¢to supernatant, osad wysuszono i zawieszono w 10 ul wody wolnej
od nukleaz;

e. Oczyszczong probke przechowywano w temperaturze -20°C.
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3.2.18 SLIC - klonowanie niezalezne od sekwencji i ligacji (ang. Sequence-
and Ligation-Independent Cloning)

Podstawe stworzenia tej metody stanowi system rekombinacji homologicznej funkcjonujacy
w bakteriach E.coli, ktoéry pozwala na naprawe luk w sekwancjach DNA w oparciu o regiony
homologii. W klonowaniu metodg SLIC wykorzystuje si¢ wlasciwosci egzonukleolityczne
polimerazy DNA T4, ktora generuje jednoniciowe fragmenty DNA, stanowigce ramiona
homologii, w sekwencjach insertu i wektora. Fragmenty te sa nastgpnie taczone in vitro
I transformowane do E.coli, aby utworzy¢ rekombinowane DNA (Ryc.15). W przypadku
niewielkiej ilosci DNA proces moze zosta¢ usprawniony przy zastosowaniu biatka RecA.
Komplementarnos¢ sekwencji wystarcza do uporzadkowania fragmentoéw i utrzymania ich
razem, a system rekombinacji homologicznej znajdujacy si¢ w E. coli ,,naprawia” plazmid,
tym samym generujac zadang czasteczke rekombinowanego DNA.

Proces klonowania metoda SLIC rozpoczyna si¢ amplifikacja badanego fragmentu DNA
z wykorzystaniem metody PCR, w celu dodania okreslonych regionow homologii 5 'i 3'.
Zamplifikowany w ten sposob fragment DNA oraz zlinearyzowany plazmid sg czgSciowo
trawione przy uzyciu polimerazy T4 w nieobecnosci dANTP. W kolejnym etapie dodany
zostaje pojedynczy deoksynukleotyd, np. dCTP, co skutkuje zatrzymaniem reakcji
prowadzonej przez egzonukleaze. Fragment PCR 1 plazmid s3 nastgpnie laczone,

hybrydyzowane i transformowane do E. coli.
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| AwvpuRKACIA

GEN
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l TRAWIENIE R
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ZLINEARYZOWANY
WEKTOR

Rycina 15. Schemat reakcji klonowania niezaleznego od sekwencji i ligacji. Opracowanie wiasne. Opis w tekscie powyzej.
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Podczas prac korzystano z zestawu In-Fusion HD Cloning Takara Bio USA, zgodnie
Z nastepujaca procedurg:
a. W obrebie plazmidu pNL 1.2 [NlucP] okreslono miejsce do klonowania insertu,
ktore stanowito podstawe do zaprojektowania ramion homologii.
b. Wektor zlinearyzowano poprzez trawienie enzymem restrykcyjnym, a nastepnie
0Czyszczono go z mieszaniny reakcyjnej.
c. Zaprojektowane startery zawieraty komplementarne do wektora 15-nukleotydowe
ramiona homologii;
d. Gen VDR zostat zamplifikowany z uzyciem CloneAmp DNA polymerase.
e. Produkt reakcji PCR wycigto z zelu agarozowego, a nastepnie 0czyszczono.
f. Przeprowadzono reakcj¢ klonowania niezaleznego od sekwencji i ligacji zgodnie

z warunkami opisanymi w Tabeli 15.

Tabela 15. Sktad reakcji SLIC.

Odczynnik Ios¢é

5X In-Fusion HD Enzyme Premix 2 ul
zlinearyzowany wektor 100 ng

insert DNA 50 ng

woda wolna od DNaz uzupeti¢ do 10 pl

h. Mieszaning reakcyjng inkubowano przez 15 min w temperaturze 50°C, po czym
umieszczono ja na lodzie.
j. Przeprowadzono transformacj¢ bakterii, dodajac 2,5 pl mieszaniny reakcyjnej

opisanej w kroku g.

3.2.19 Reakcja EXO/SAP

Reakcja ta stosowana jest przed przeprowadzeniem reakcji sekwencjonowania i ma na celu
oczyszczenie produktu reakcji PCR. W reakcji tej wykorzystuje si¢ enzym egzonukleazg I,
ktora degraduje niezuzyte startery oraz enzym SAP (ang. Shrimp Alkaline Phosphatase),
ktory odpowiada za defosforylacje dNTP, ktore pozostalty w mieszaninie reakcyjnej. Sktad
mieszaniny reakcyjnej i program przedstawiaja Tabele 16-17.
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Tabela 16. Sktad mieszaniny reakcyjnej EXO/SAP.

Odczynnik Ios¢
Exo | 0,025 pul
FastAP 0,25 ul
woda wolna od DNaz 3ul

Tabela 17. Program reakcji EXO/SAP.

Etap Temperatura Czas
Trawienie enzymatyczne 37°C 20 min
Dezaktywacja termiczna 85 °C 15
Chlodzenie 10 °C -

3.2.20 Reakcja sekwencjonowania DNA

Sekwencjonowanie DNA zostalo przeprowadzone metoda Sangera. Do reakcji stosowano
odczynniki Prism BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit. Analiza zostata
przeprowadzona z wykorzystaniem sekwenatora kapilarnego ABI Prism 310 Genetic
Analyser. Stosowano oprogramowanie Prism 310 Collection. Program oraz sktad

mieszaniny reakcyjnej przedstawiaja Tabele 18-109.

Tabela 18. Sktad reakcji sekwencjonowania.

Skladnik Objetos¢

BigDye Terminator v1.1/3.1 Sequencing Buffer 1,9 ul
Terminator Ready Reaction Premix 0,25 ul
Starter S pM 0,65 pl
Matryca DNA 50-200 ng
Woda wolna od nukleaz Uzupetnié¢ do 10 pl
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Tabela 19. Warunki reakcji sekwencjonowania

Etap Temperatura Czas Liczba cykli
Wstepna 96 °C 1 min

denaturacja

Denaturacja 96 °C 30 sek.

Annealing 50 °C 15 sek. 15
Elongacja 60 °C 1 min 15 sek.

Denaturacja 96 °C 30 sek

Annealing 50 °C 15 sek 8
Elongacja 60 °C 1 min 15 sek

Denaturacja 96 °C 30 sek

Annealing 50 °C 15 sek 8
Elongacja 60 °C 2 min

Produktu reakcji PCR przed rozdzialem eletroforetycznym w sekwenatorze zostal
oczyszczony zgodnie z ponizszg procedura:

a. Do mieszaniny reakcyjnej dodano 1 pl glikogenu, 9 pl wody miliQ oraz 80 pl

75% roztworu izopropanolu;

b. Cato$¢ wymieszano i1 inkubowano przez 30 min w temperaturze pokojowej;

c. Wirowano przez 30 min przy predkosci 20 000xg, w temperaturze 4°C;

d. Usunigto supernatant, osad przemyto 100 pul 75% roztworu izopropanolu;

e. Wirowano przez 5 min przy predkosci 20 000xg, w temperaturze 4°C;

f. Usunigto supernatant, osad suszono przez 5 min w temperaturze pokojowe;j;

g. Osad zawieszono w 15 ul dejonizowanego formamidu.
Uzyskana w ten sposob probke denaturowano przez 2 minuty w temperaturze 95°C, po czym
umieszczono j3 na lodzie. Podczas rozdziatu kapilarnego stosowano kapilary o rozmiarze 5-
47 cm x 50pum, ktére wypetniono polimerem POP-6. Elektroforeza kapilarna prowadzona
byta przy napieciu 15 kV, przez okoto 30 minut, w temperaturze 50 °C. Do analizy danych

stosowano oprogramowania Prism Sequencing Analysis oraz Chromas Lite.

3.2.21 Przechowywanie komorek bakteryjnych
Komorki bakteryjne przechowywano w temperaturze -80°C, wczesniej dodajac 27 pl

70% roztworu glicerolu, petnigcego funkcje krioprotektanta, do 100 ul hodowli bakteryjne;.
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3.2.22 Pomiar gestosci optycznej plynnej hodowli bakteryjnej

Gestosc¢ optyczng mierzono poprzez pomiar absorbancji fal o dhlugosci 600 nm przez
zawiesing bakteryjng. Probe kontrolng stanowila pozywka hodowlana LB, w ktorej
zawieszone byly bakterie w probie badanej. Pomiaru dokonano z wykorzystaniem

spektrofotometru Hitachi DigiLab U-1800.

3.2.23 Otrzymywanie bakterii chemikompetentnych E.coli HSTO08
a. 2 ml podtoza LB zaszczepiono bakteriami szczepu HST08. Hodowle inkubowano
przez noc w temperaturze 37°C, wytrzasajac przy 225 obr./min;
b. 100 ml pozywki LB zaszczepiono 500 pl zawiesiny bakteryjnej z prehodowli;
c. Hodowle inkubowano w temperaturze 37°C, wytrzasajac przy przy 225 obr./min
do momentu osiagnigcia gestosci optycznej OD600 = 0,4-0,5;
d. Hodowl¢ inkubowano 10 minut na lodzie, a nastepnie przeniesiono do probéwek
typu Falcon o pojemnosci 50 ml i wirowano przez 5 minut przy predkosci 5 000xg,
W temperaturze 4°C;
e. Usunig¢to supernatant, osad bakteryjny zawieszono w 20 ml buforu Tfbl
0 temperaturze 4°C, a nastgpnie inkubowano na lodzie przez 15 min;
f. Wirowano przez 10 minut przy predkosci 2000xg, w temperaturze 4°C;
g. Usunigto supernatant, osad bakteryjny zawieszono w 1 ml buforu Tibll
0 temperaturze 4°C;
h. Zawiesing rozpipetowano po 50 pl do probowek typu Eppendorf.
I. Przechowywano w temperaturze -80°C, nie dluzej niz p6t roku.

3.2.24 Transformacja bakterii chemikompetentnych E.coli HSTO08
Metoda transformacji stuzy do wprowadzenia konstruktow plazmidowych do komorek
bakteryjnych. Transformacji bakterii chemikompetentnych dokonano metoda szoku
termicznego zgodnie z ponizszg procedura:
a. Bakterie E.coli HST08 rozmrozono na lodzie;
b. Do 50 pl chemikompetentnych bakteriit HSTO8 dodano 100 ng plazmidu
oczyszczonego po reakcji ligacji;
c. Catos¢ inkubowano 30 minut na lodzie;
d. Przeprowadzono szok termiczny poprzez 30-sekundowg inkubacje bakterii
w temperaturze 42°C; nast¢pnie inkubowano 2 minuty na lodzie;
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e. Do zawiesiny bakteryjnej dodano dodano 250 pl pozywki LB, a nastepnie
inkubowano przez 1 godzing w temperaturze 37°C przy 225 obr./min;
f. Bakterie wysiano na ptytke z podlozem LB-agar, ktére zawierato odpowiedni

antybiotyk selekcyjny, po czym inkubowano przez noc w temperaturze 37°C.

3.2.25 Hodowla plynna bakterii

Ptynne hodowle bakteryjne prowadzono, aby uzyska¢ odpowiednig ilo$¢ komorek
bakteryjnych wykorzystywanych do procesu transformacji chemicznej oraz klonowania.
Hodowle prowadzono w kolbach o objetosci 100 ml, probowkach typu Falcon o objgtosci
15ml i 50 ml oraz probowkach typu Eppendorf o objetosci 2 ml. Do plynnego podtoza
hodowlanego LB przeznaczonego do hodowli bakterii zawierajacych plazmid warunkujacy
oporno$¢ na antybiotyk dodawano odpowiedni antybiotyk selekcyjny. Hodowle
inokulowano kolonig bakteryjng przeniesiong przy uzyciu sterylnej ezy z hodowli
bakteryjnej znajdujacej si¢ na ptytce lub poprzez dodanie 10 pl zawiesiny bakteryjnej
pochodzacej z zamrozonej w glicerolu probki lub poprzez dodanie 1 ml zawiesiny
bakteryjnej pochodzacej z prehodowli o objetosci 5 ml. Hodowle inkubowano
w temperaturze 37°C przy 225 obr./min, az do momentu uzyskania odpowiedniej gestosci

optycznej.

3.2.26 Hodowla bakterii na podlozu statym

Metoda ta wykorzystywana byta do przeprowadzenia selekcji pojedynczych klonow
bakterii, ktore nastgpnie namnazano w hodowli ptynnej. Wybrane pojedyncze klony
bakteryjne posiadaja preferowany w danym eksperymencie genotyp uzyskany wskutek
transformacji odpowiednim plazmidem.

Do hodowli stosowano szalki Petriego o $rednicy 10 cm, na ktore wylewano 15 ml podtoza
LB-agar. W zaleznosci od eksperymentu podloze hodowlane zawieratlo odpowiedni
antybiotyk selekcyjny, IPTG (izopropylo-p-D-1-tiogalaktopiranozyd) i X-Gal (5-bromo-4-
chloro-3-indolyl 3-D-galaktopiranozyd).

3.2.27 Selekcja transformantow
Pierwszg ze stosowanych metod selekcji stanowita hodowla bakterii w podtozu

réznicujacym, zawierajagcym odpowiedni antybiotyk selekcyjny. Bakterie, ktore w procesie

69



transformacji przyjely plazmid zawierajacy gen selekcyjny warunkujacy opornosé
na antybiotyk, uzyskiwaty zdolno$¢ do wzrostu w podtozu réznicujgcym.

Druga ze stosowanych metod to niebiesko-biata selekcja transformantéw (blue-white
screening). Transformacji poddawano szczepy bakterii, ktore zawieraly zmutowany gen
lacZ, kodujacy P-galaktozydaze. W bakteriach tych operon laktozowy funkcjonowat
nieprawidlowo. Podloze selekcyjne zawierato syntetyczny substrat B-galaktozydazy, X-Gal,
oraz syntetyczny induktor operonu laktozowego, IPTG. Podczas transformacji bakterie
przyjmowaly wektor z prawidlowa wersje genu lacZ, w obrebie ktorego znajdowato sie
miejsce rozpoznawane przez enzymy restrykcyjne. W momencie przyjecia przez bakterie
niezmodyfikowanego wektora komorki bakteryjne syntetyzowaty B-galaktozydazeg, ktéra
W toku przemian zmieniata X-Gal w niebieski produkt, ktéry nadawal barwe kolonii
bakteryjnej. Bakterie stransformowane zmodyfikowanym w procesie klonowania wektorem

nie wyrazaty -galaktozydazy i byty biatego koloru.

3.2.28 Konstrukcja plazmidow reporterowych pNL1.2

Odpowiednie fragmenty promotora genu VDR lub potencjalne sekwencje regulatorowe
amplifikowano na podstawie DNA genomowego, ktéore wyizolowano ze sztucznego
chromosomu bakteryjnego, zawierajgcego petne locus mysiego genu VDR. Stosowane
startery dodawaly otrzymywanym produktom reakcji PCR miejsca restrykcyjne
rozpoznawane przez enzymy Bglll lub Xhol. Enzymy te stosowano do trawienia
restrykcyjnego wektora oraz insertu. Wektor poddawano takze reakcji defosforylacji,
co mialo na celu zapobieganie jego ponownej cyrkulacji. Po reakcjach enzymatycznych
insert oczyszczono na kolumience GeneJet Gel Extraction Kit zgodnie z procedura opisana
w punkcie 3.2.15. Plazmid poddano rozdziatowi elektroforetycznemu, dzigki czemu mozna
bylo wyizolowa¢ forme zlinearyzowang, a nastepnie wycia¢ ja z zelu i oczyscié. Insert
taczono ze 100 ng plazmidu w reakcji ligacji, w stosunku molowym 3:1. Oczyszczony
produkt ligacji shuzyt do transformacji bakterii chemikompetentnych na drodze szoku
cieplnego (procedura 3.2.24). Stransformowane bakterie wysiewano na podilozu
selekcyjnym zawierajacym odpowiedni antybiotyk i hodowano przez noc w temperaturze
37°C. Obecnos¢ prawidtowego insertu w wektorze potwierdzano z wykorzystaniem reakcji
PCR na koloniach bakteryjnych (procedura 3.2.10). Kolonie te byty stosowane takze do

inokulowania plynnej hodowli. Po catonocnej inkubacji z wytrzasaniem w temperaturze
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37°C z hodowli bakteryjnej izolowano plazmidy w skali mini, przy czym odpowiednie klony
zachowano w glicerolu i przechowywano w temperaturze -80°C. Plazmidy wyizolowane
z odpowiednich klonow bakteryjnych poddano reakcji sekwencjonowania, ktéra miata
na celu potwierdzenie poprawnosci wklonowanej sekwencji nukleotydowej. Mrozenia
glicerolowe stuzyty do inokulacji hodowli ptynnych przeznaczonych do izolacji plazmidow

w skali midi.

3.2.29 Dodawanie reszt adeniny na 3’ koncach czasteczek DNA

Metoda ta stosowana byla w celu umozliwienia wklonowania do wektora pGEM-T Easy
produktow reakcji PCR utworzonych przez polimerazy posiadajace aktywnosé
egzonukleazowg 3° = 5°. Takie produkty pozbawione sg reszt adeninowych na koncach
3’ nici DNA. Reszty adeninowe dodawano z wykorzystaniem polimerazy Taq, ktéra jest
pozbawiona aktywnosci egzonukleazowej 3° = 5°. Reakcj¢ prowadzono przez 30 min

w temperaturze 70°C, sktad mieszaniny reakcyjnej umieszczono w Tabeli 20.

Tabela 20. Sktad reakcji przytaczania reszt adeniny do 3’ konca nici DNA.

Skladnik Objetos¢
Bufor DreamTaqg 10X 1 ul

dATP, 10 mM 0,2 ul
Polimeraza DNA DreamTaq 0,1 ul
Matryca DNA 2 ul

Woda wolna od nukleaz Uzupehi¢ do 10 pl

3.2.30 Klonowanie do plazmidu pGEM-T easy

Stosowanie plazmidu pGEM-T Easy umozliwia bezposrednie klonowanie produktéw
reakcji PCR. Wykorzystywany jest system klonowania TA, ktory polega na aczeniu reszt
adeninowych, znajdujacych si¢ na koncach 3’ produktow reakcji PCR, z resztami tymidyny,
ktore znajdujg si¢ w linearnej formie plazmidu, utworzonej w wyniku trawienia
restrykcyjnego.

Procedura obejmuje polaczenie w reakcji ligacji oczyszczonego z zelu agarozowego
produktu PCR ze 100 ng plazmidu pGEM-T w stosunku molarnym 3:1. Uzyskany w ten
sposOb wektor oczyszczono, a nast¢gpnie uzyto w procesie transformacji bakterii

chemikompetentnych. Wykorzystanie plazmidu pGEM-T pozwala zarowno na selekcje
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transformantow na drodze selekcji antybiotykowej, jak i zastosowanie niebiesko-biatej
selekcji transformantéw. Do dalszej analizy wybierano kolonie bakteryjne o bialym
zabarwieniu, co potwierdza obecno$¢ insertu w wektorze. Z wykorzystaniem reakcji PCR
na koloniach bakteryjnych sprawdzano czy wklonowany insert jest odpowiedniej wielkoSci.
Pobranymi koloniami bakteryjnymi inokulowano takze ptynne hodowle, ktore stuzyty
do namnozenia biomasy bakteryjnej w celu izolacji plazmidow w skali mini. Przygotowano
takze mrozenia glicerolowe, ktéore uzywano do przygotowania hodowli bakteryjnych

stuzacych do izolacji plazmidow w skali midi.

3.2.31 Zamrazanie i rozmrazanie komoérek
W celu przygotowania linii komdrkowych do przechowywania w cieklym azocie pobierano
8 miliondw komorek i zawieszano w 1 ml medium, ktérego 95% objetosci stanowilo
medium hodowlane, a 5% DMSO, pehiace funkcje krioprotektanta. Tak przygotowang
zawiesing przenoszono do krioprobowce o pojemnos$ci 2ml i umieszczano w cieklym azocie.
W celu rozmrozenia komorek postgpowano zgodnie z ponizszg procedurg:
a. Probowke zawierajacg 10 ml medium hodowlanego ogrzano do temperaturze
37 °C;
b. Proboéwke zawierajacg zamrozone komorki inkubowano w tazni wodnej
w temperaturze 37 °C, a nast¢pnie dodawano niewielka ilo§¢ medium i przenoszono
do proboéwki, w ktorej znajdowata si¢ pozostala cze$S¢ ogrzanego medium
hodowlanego;
c. Cato$¢ wirowano przez 5 min przy obrotach 300xg, w temperaturze pokojowej;
d. Usunigto supernatant, a pozostaty osad komorkowy zawieszono w 10 ml $wiezego

medium i przeniesiono do naczynia hodowlanego.

3.2.32 Hodowla komorek linii 32D oraz NIH3T3

Podczas hodowli linii komorkowych stosowano media 1 warunki hodowlane odpowiednie
dla danego typu komorek. Komorki linii 32D rosng w zawiesinie, natomiast linia NIH 3T3
charakteryzuje si¢ adherencja do podioza. Hodowle prowadzone byly w inkubatorze
komorkowym, ktory zapewnial stalg kontrole stezenia CO.. Warunki hodowli

komoérkowych przedstawia Tabela 21.
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Tabela 21. Warunki prowadzenia hodowli wybranych linii komoérkowych.

Linia komorkowa  Medium Temperatura Kontrola CO2
32D RPMI + suplementy 37°C Tak, 5%
NIH 3T3 RPMI 37°C Tak, 5%

Pasazowanie komorek rozpoczynano od sprawdzenia ich liczebnos$ci przy uzyciu
komory w komorze Biirckera. W przypadku linii komoérkowej 32D z naczynia hodowlanego
pobierano 10 ul zawiesiny komorkowej, a pozostata cze$s¢ komorek wirowano przez 5 min
przy obrotach 300xg, w temperaturze pokojowej. Supernatant odrzucano, pobierano
odpowiednig ilos¢ komorek i zawieszano w 20 ml $wiezego medium suplementowanego
2 pl interleukiny 3.

Pasazowanie linii adherentnych wymagato oderwanie komodrek od powierzchni
naczynia hodowlanego, w tym celu przeprowadzono ponizszg procedurg:

a. Usunigto medium hodowlane, a na komorki naniesiono 10 ml buforu PBS;

b. Usuni¢to bufor PBS, a na komorki naniesiono 3 ml buforu trypsyna + EDTA,

cato$¢ inkubowano w temperaturze 37°C az do momentu odklejenia si¢ komorek

od powierzchni ptytki. Proces kontrolowano przez obserwacje mikroskopowa;

c. Dodano 7 ml medium hodowlanego, wymieszano i przeniesiono do nowej

probowki;

d. Wirowano 5 min przy predkosci 300xg, w temperaturze pokojowej;

e. Usunigto supernatant, a odpowiednig ilo$¢ komorek zawieszono w 20 ml medium

hodowlanego.

3.2.33 Elektroporacja komorek z wykorzystaniem Neon Transfection System
Elektroporacje komorek przeprowadzono 4 pulsami przy natezeniu 1350V, w czasie 10 ms.
Wykorzystano Neon Transfection System firmy Invitrogen zgodnie z ponizszg procedurs:
a. NeonTM Tube wypetniono 3 ml buforu E2, a nastepnie umieszczono w NeonTM
Pipette Station;
b. Do proboéwek rozpipetowano po 1 pg badanych plazmidéw oraz plazmid kontrolny
PRL-TK w ilosci 50 ng;
c. Komorki znajdujagce si¢ w medium hodowlanym przeniesiono do nowych

probowek i zwirowano 5 min przy predkosci 300xg, w temperaturze pokojowe;;
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d. Usunigto supernatant, a osad komérkowy zawieszono w 120 pl Resuspension
Buffer R;

e. Do probowek =zawierajacych rozpipetowane plazmidy dodano komorki
zawieszone w Resuspension Buffer R, cato$¢ przepipetowano;

f. Tak przygotowang zawiesing umieszczano w NeonTM Tube wypelnionym

buforem E2 i przeprowadzono proces elektroporaciji.

3.2.34 Analiza wzglednej aktywnos$ci promotora metodg Dual-Luciferase® Reporter
Assay System (test lucyferazowy)

Test lucyferazowy jest metoda stluzaca do pomiaru aktywnosci promotorowej wybranych
sekwencji DNA. W technice tej mozliwa jest analiza aktywnosci badanego fragmentu
promotorowego z jednoczesng weryfikacja wynikow w odniesieniu do wektora kontrolnego.
Kotransfekcja wektorem kontrolnym umozliwia uniezaleznienie otrzymanych wynikow
od warunkow transfekcji, kondycji hodowli komérkowej i innych czynnikow zewnetrznych.
W badaniach stosowano wektor pNL1.2, ktory stanowil probe badana, oraz wektor
kontrolny pRLTK. W wektorze kontrolnym gen kodujacy lucyferaze znajduje si¢ pod
kontrolg promotora kinazy tymidynowej. W wektorze pNL1.2 wklonowane fragmenty
promotorowe zlokalizowane sg przed genem kodujagcym enzym lucyferaze NanoLuc,
Cco umozliwia oszacowanie aktywnos$ci promotorowej badanych sekwencji DNA.
Aktywnos$¢ lucyferazy NanoLuc zostata znormalizowana wzglgdem aktywnosci lucyferazy
pochodzacej z gabki Renilla reniformis. Wykorzystywane enzymy utleniajg rdzne substraty,
dzigki czemu mozliwe bylo przeprowadzenie reakcji z jednoczesnym wykorzystaniem obu
biatek. Podczas eksperymentu komoérki zostaja poddane przejSciowej transfekcji
plazmidami reporterowymi, ktorych poziom ekspresji jest zalezny od aktywnosci
promotoréw. Powstajacy enzym lucyferaza katalizuje proces bioluminescencji, a emitowane
fale $wietlne rejestrowane sa przez luminometr i stanowig pochodng ekspresji lucyferazy
w wektorze.

Podczas badan stosowano zestaw ONE-Glo EX Luciferase Assay System firmy Promega,

a pomiaru luminescencji dokonano na luminometrze Turner Designs TD 20/20.

Na potrzebe testu lucyferazowego komorki linii 32D wysiano na 24-dotkowa ptlytke.
W kazdym z dotku znajdowato si¢ 2,5x10° komorek zawieszonych w 500 ul medium.
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Po wysianiu komorek wykonywano transfekcje wykorzystujac do tego celu DNA
plazmidowe. Wektor pNL1.2, zawierajagcy badane fragmenty promotorowe genu VDR,
stosowano w ilosci 1 pg, natomiast wektor kontrolny wektor pRL-TK stosowano w ilosci 50
ng.
Eksperyment przeprowadzono zgodnie z ponizszg procedura:
1. Przygotowanie komorek:
a. komorki poddane elektroporacji przeniesiono z plytki hodowlanej do probowek
typu Eppendorf i zwirowano przez 5 min przy predkosci 3000xg w temperaturze
pokojowej;
b. Supernatant usunigto, a peletke zawieszono w 500 ul buforu PBS;
c. Zirowano przez 5 min przy predkosci 3000xg w temperaturze pokojowej i usuni¢to
supernatant;
d. Do kazdej probki dodano 70 ul 5-krotnie rozcienczonego buforu do lizy
i inkubowano przez 20 min w temperaturze pokojowej;
2. Pomiar na luminometrze:
a. Do lizatu komorkowego dodano 80 ul ONE- Glo EX reagent i inkubowano przez
3 min w temperaturze pokojowej;
b. Dokonano 3 pomiaréw na luminometrze w 5-sekundowych odstgpach czasu;
c. Zmieszano odczynnik ONE-Glo™ EX Luciferase Assay Buffer z odczynnikiem
ONE-Glo™ EX Luciferase Assay Substrate w stosunku 100:1 i tak przygotowany
roztwor rozpipetowano po 80 ul do kazdej z probowek. Catos¢ wymieszano
i inkubowano przez 10 min w temperaturze pokojowej;
d. Zatrzymanie luminescencji powstajacej w wyniku aktywnosci lucyferazy
NanoLuc umozliwito dokonanie pomiaru luminescencji lucyferazy z Renilii.

Dokonano 3 pomiaréw na luminometrze w 5-sekundowych odstgpach czasu.

3.2.35 Przygotowanie zawiesin komorkowych z mysiej grasicy, sledziony, nerki oraz
szpiku kostnego

Wyizolowano grasice oraz $ledziong, a nastgpnie przetarto narzady przez 30 um filtr
siatkowy. Uzyskang zawiesing komorkowa zawieszono w 15 ml buforu PBS i zwirowano

przez 5 min przy predkosci 300xg, w temperaturze 4°C. Supernatant odrzucono, osad
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komorkowy zawieszono w 10 ml buforu ACK, co skutkowato lizg erytrocytow. Zawiesing
zwirowano, osad zawieszono w 15 ml buforu PBS i ponownie zwirowano.

Wyizolowang nerke zawieszono w 0,5 ml buforu HBSS i drobno pofragmentowano.
Nastegpnie dodano kolagenaze A typu II w stezeniu Img/ml oraz DNazg w stezeniu 10U/ml
I trawiono enzymatycznie przez 40 min w temperaturze 37°C. Strawiong tkanke przetarto
przez 100 um filtr siatkowy i przemyto 5 ml buforu HBSS, czynno$¢ powtdrzono
dwukrotnie. Uzyskang zawiesing komorkowa zwirowano przez 5 min przy predkosci 300xg,
w temperaturze 4°C. Szpik kostny wyizolowano z kosci udowych i piszczelowych
za pomocg igly 25 GA. Otrzymang zawiesing komdrkowa przepuszczono przez 30 um filtr
siatkowy, zawieszono w 15 ml buforu PBS i zwirowano przez 5 min przy predkosci 300 g,
w temperaturze 4°C. Tak otrzymane komorki bylty wykorzystywane w kolejnych krokach
eksperymentu.

3.2.36. I1zolacja tymocytow podwdjnie pozytywnych (CD4+ CD8+)

Uzyskang z grasicy zawiesing komdrkowa zawieszono w 500 pl buforu PBS z dodatkiem
FBS o stezeniu 2%, po czym dodano po 1 ug mysich przeciwciat anty-CD4-APC oraz anty-
CD8-PE. Tak przygotowang mieszaning inkubowano w ciemnosci przez 30 min
w temperaturze 4°C. Nastepnie przeptukano 1 ml buforu PBS z 2% FBS, zwirowano przez
5 min przy predkosci 300xg, w temperaturze 4°C 1 zawieszono w 500 pl buforu PBS z 2%
FBS. Tak przygotowane komorki sortowano na urzadzeniu BD FACS ARIA.

3.2.37. 1zolacja limfocytow T i limfocytow B ze Sledziony

Uzyskanag ze $ledziony zawiesing komoérkowa zawieszono w 500 pl buforu PBS z 2% FBS
i dodano po 1 pg mysich przeciwciat anty-CD3-APC i anty-CD19-PE, ktére odpowiednio
taczyty si¢ z limfocytami T oraz limfocytami B. Calo$¢ inkubowano w ciemnosci przez 30
min w temperaturze 4°C. Nastepnie przeptukano 1 ml buforu PBS z 2% FBS, zwirowano
przez 5 min przy predkosci 300xg, w temperaturze 4°C 1 zawieszono w 500 pl buforu PBS
z 2% FBS. Tak przygotowane komorki sortowano na urzadzeniu BD FACS ARIA.

3.2.38. Izolacja granulocytow ze szpiku kostnego

Uzyskang ze szpiku kostnego zawiesing komorkowa zawieszono w 500 pl buforu PBS

z 2% FBS idodano 1 pug mysiego przeciwciata anty-CD45-FITC. Cato$¢ inkubowano
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W ciemnosci przez 30 min w temperaturze 4°C. Nastepnie przeptukano 1 ml buforu PBS
z 2% FBS, zwirowano przez 5 min przy predkosci 300xg, w temperaturze 4°C i zawieszono
w 500 pul buforu PBS z 2% FBS. Tak przygotowane komoérki sortowano na urzadzeniu BD
FACS ARIA.

3.2.39 Separacja magnetyczna hematopoetycznych komorek macierzystych
I progenitorowych ze szpiku kostnego

Uzyskang ze szpiku kostnego zawiesing komorkowa zawieszono w buforu PBS z 2% FBS
z dodatkiem 1 mM EDTA — na 1x 108 komérek przypadat 1 ml roztworu. Nastepnie dodano
szczurza surowice w stezeniu 50 pl/ml roztworu oraz EasySep™ Mouse Hematopoietic
Progenitor Cell Isolation Coctail w stezeniu 50 pl/ml roztworu. Cato$§¢ wymieszano
i inkubowano przez 15 min w temperaturze 4°C. W kolejnym kroku dodano EasySep™
Streptavidin RapidSpheres™ w stezeniu 75 pl/ml roztworu, po czym cato$é wymieszano
i inkubowano przez 10 min w temperaturze 4°C. Probéwke umieszczono EasySep™ Magnet
na 3 min, a nast¢pnie przelano roztwor z wyizolowanymi komérkami do nowej probowki.
Czynnos¢ powtorzono dodajac 2,5 ml buforu PBS z 2% FBS z dodatkiem 1mM EDTA
do probéwki umieszczonej w EasySep'™ Magnet.

Czysto§¢ izolacji sprawdzano poprzez barwienie czg¢sci uzyskanych komorek
z wykorzystaniem 0,2 pg mysiego przeciwciata anty-c-kit-APC oraz 0,5 pug mysiego
przeciwciala anty-Sca-1-FITC.

3.240 Sortowanie poszczegélnych populacji hematopoetycznych komoérek
macierzystych i progenitorowych ze szpiku kostnego z wuzyciem cytometrii
przeplywowej
Uzyskane mysie hematopoetyczne komorki macierzyste i1 progenitorowe barwiono
za pomocg przeciwciat:

a. anti-mouse Sca-1 (Ly6A/E) FITC (0,5 ug/10° komorek)

b. anti-mouse CD117 (c-kit) APC (0,06 pg/10° komérek)

c. anti-mouse CD150 Pacific Blue (1 ug/108 komorek)

d. anti-mouse CD16/32 APC/Cy7 (0,25 ug/10° komorek)

e. anti-mouse CD34 PE (1 pg/108 komorek)
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Komorki zawieszono w 500 ul buforu PBS z 2% FBS idodano przeciwciata, catos§é
inkubowano w ciemnosci przez 30 min w temperaturze 4°C. Nastgpnie przeptukano 1 ml
buforu PBS z 2% FBS, zwirowano przez 5 min przy predkosci 300xg, w temperaturze 4°C
I zawieszono w 500 ul buforu PBS z 2% FBS. Z wykorzystaniem urzadzenia BD FACS
ARIA CELL SORTER wyizolowano poszczegdlne populacje komoérek hematopoetycznych:

a. HSCs (Hematopoietic stem cells ) Lin-, Scal+, cKit+, CD150+;

b. CLP (Common lymphoid progenitor) Lin-, Scal+, cKit+ CD127+;

¢. CMP (Common myeloid progenitor) Lin-, Scal-, cKit+, CD16/32low, CD34+;

d. GMP (Granulocyte-macrophage progenitor) Lin-, Scal-, cKit+, CD16/32hi,

CD34+;

e. MEP (Megakaryocyte-erythroid progenitor) Lin-, Scal-, cKit+,CD16/32low,

CD34-

3.2.41 Stymulacja komorek 1,25-dihydroksywitamina D3 i ATRA
W celu zbadania wspoétdziatanie receptora witaminy D z receptorami kwasu retinowego
kazda z hodowli dzielono na cztery czgsci 1 stymulowano lub nie odpowiednimi witaminami:
a. warunki kontrolne (brak witamin)
b. stymulacja 1,25-dihydroksywitaming D3 (1,25D) w st¢zeniu 10 nM
c. stymulacja kwasem catkowicie trans-retinowym (ATRA) w stezeniu 1 uM

d. stymulacja 1,25D (10 nM) i ATRA (1 uM)

3.2.42 Stymulacja cytokinami poszczegdélnych populacji hematopoetycznych komoérek
macierzystych i progenitorowych ze szpiku kostnego
W celu =zatrzymania procesu roznicowania w  wysortowanych populacjach
hematopoetycznych komorek macierzystych i progenitorowych stosowano medium
Stemline® Hematopoietic Stem Cell Expansion Medium oraz rekombinowane mysie
cytokiny w odpowiednich stezeniach:

a. SCF (Stem Cell Factor) 50ng/ml

b. FIt3-Ligand 50ng/mli,

c. TPO (Thrombopoietin) 50ng/ml

d. interleukina-6 10ng/ml
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3.2.43 Real-Time PCR (gPCR)

Analize Real-Time PCR przeprowadzono stosujac zestaw PowerUpTM
SYBR®Green Master Mix (tabela 23) zgodnie z zaleceniami producenta (tabela 24).
Matryce stanowito cDNA otrzymane w reakcji odwrotnej transkrypcji. Stosowano
urzadzenie Bio-Rad MJ Research Opticon 2 wraz z oprogramowaniem Bio-Rad MJ Opticon
Monitor. Po zakonczonej reakcji sprawdzano czy sygnat fluorescencyjny jest specyficzny
dla amplifikowanego genu poprzez analiz¢ krzywych topnienia oraz krzywych amplifikacji.
Obliczenia wzglgdnej oceny ilosciowej dokonano z wykorzystaniem metody relatywnej,
opierajacej si¢ na wyznaczeniu wzglednej roéznicy poziomu ekspresji pomigdzy proba
badang a proba referencyjng. Warto$¢ ekspresji genéw badanych VDR, Cyp24al i Cyp26al
normalizowano wzgledem genu metabolizmu podstawowego GAPDH.

Metoda komparatywna pozwala na obliczenie wzglednej réznicy poziomu ekspresji
badanego genu pomig¢dzy probami nieznanymi oraz probami referencyjnymi. W pierwszym
kroku tej metody wyznacza si¢ wartosci cykli progowych (Ct) dla reakcji amplifikacji
badanych genéw oraz genow kontrolnych zard6wno w probach nieznanych, jak
I referencyjnych. Nastgpnie wylicza si¢ dla poszczegdlnych prob nieznanych
I kalibracyjnych roznice migdzy wartoscia Ct uzyskang dla genu badanego oraz kontrolnego

(A Ct), zgodnie ze wzorami:

A Ct (pr(')ba nieZHana) =Ct genu badanego — Ct genu referencyjnego
A Ct (kalibrator) = Ct genu badanego — Ct genu referencyjnego
W niniejszej pracy genami badani byly geny VDR, Cyp24al i Cyp26al, a gen referencyjny

stanowil gen GAPDH. W kolejnym kroku stosowano wzor:

AA Ct proby = Ct (proba nieznana) — Ct (kalibrator)

W  przeprowadzonych eksperymentach funkcje kalibrator pelnita wybrana tkanka
referencyjna (np. nerka) lub wynik uzyskany dla eksperymentu przeprowadzonego
w warunkach kontrolnych. Znormalizowang warto$¢ poziomu badanego genu wzgledem

kalibratora obliczano stosujgc nastepujacy wzor:

R=2 -AACt
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Otrzymany wynik stanowi wielokrotno$¢ proby kalibracyjnej, przy czym gdy warto$¢
parametru R wynosi 1 oznacza to, ze poziom ekspresji genu w probie nieznanej i probie
kalibracyjnej jest identyczny. Warto$¢ parametru R ponizej 1 oznacza wyzszy poziom
ekspresji genu w probie kalibracyjnej niz w probie nieznanej. Program oraz sktad

mieszaniny reakcyjnej przedstawiajg Tabele 22-23.

Tabela 22. Sktadniki reakcji Real-time PCR.

Skladnik Objetos¢
PowerUpTM SYBR®Green Master Mix Sul
Forward Primer (500 nM) 1l
Reverse Primer (500 nM) I ul
Matryca cDNA 2 ul
Woda wolna od nukleaz 1 ul

Tabela 23. Warunki prowadzenia reakcji Real-Time PCR.

Etap Temperatura Czas Ios¢ cykli
Aktywacja UGD 50 °C 2 min 1
Aktywacja polimerazy 95 °C 2 min 40
AmpliTaq®

Denaturacja 95°C 155 40
Elongacja 60 °C 1 min 40

3.2.44 Ustalanie punktu startu transkrypcji metoda 5’-RACE PCR

Metoda szybkiej amplifikacji koncow 5° cDNA sluzy do ustalenia punktéw startu
transkrypcji. W pierwszym etapie catkowite RNA wyizolowane z mysiego jelita cienkiego,
nerki oraz szpiku kostnego poddano dziataniu alkalicznej fosfatazy (ang. calf intestinal
phosphatase, CIP). Enzym ten przeprowadza reakcje defosforylacji konca 5° rRNA, tRNA,
zdegradowanego mRNA oraz DNA zanieczyszczajacego probke. Niezdegradowane mRNA
jest chronione czapeczka na koncu 5’ przed dzialaniem alkalicznej fosfatazy. Reakcje
prowadzono W temperaturze 37 °C przez 1 godzing. Sktad mieszaniny reakcyjnej

przedstawia Tabela 24.
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Tabela 24. Sktad reakcji defosforylacji z uzyciem alkalicznej fosfatazy.

Skiladnik Ilos¢

10X NEB bufor 2 ul

CIP 2 ul
inhibitor RNaz, RiboLock RNase Inhibitor 0,5 ul
Calkowite RNA (10 pg) X

Woda wolna od nukleaz Uzupetni¢ do 20 pl

Po ustaniu defosforylacji mieszaning reakcyjng oczyszczono stosujgc 500 ul Trizolu zgodnie
z procedurg opisang w punkcie 3.2.5. Uzyskane RNA zawieszono w 10 ul wody wolnej
od nukleaz. W kolejnym kroku uzyto kwasnej pirofosfatazy (ang. tobacco acid
pyrophosphatase, TAP), ktéra usungta czapeczke 5° z niezdegradowanego mRNA
i odstonita grupe monofosforanowsg potrzebng do przeprowadzenia procesu ligacji. Reakcje
prowadzono w temperaturze 37 °C przez 1 godzing. Sktad mieszaniny reakcyjnej

przedstawia Tabela 25.

Tabela 25. Sktad reakcji defosforylacji z uzyciem kwasnej pirofosfatazy.

Skladnik Hlosé
Bufor TAP 1ul
TAP 0,5 ul
inhibitor RNaz, RiboLock RNase Inhibitor 0,5 ul
RNA 5ul
Woda wolna od nukleaz 3ul

Nastepny etap reakcji polegat na przylaczeniu oligonukleotydowego adaptera do RNA
pozbawionego czapeczki, z wykorzystaniem enzymu ligazy T4 RNA. Adapter sktadat si¢
Z 45 nukleotydéw o sekwencji 5' GCUGAUGGCGAUGAAUGAACACUGCGUUUGCU
GGCUUUGAUGAAA 3'i podczas reakcji zostat przytaczony do konca 5 mRNA. Reakcje
prowadzono w temperaturze 37 °C przez 1 godzing. Sklad mieszaniny reakcyjnej

przedstawia Tabela 26.
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Tabela 26. Sktad reakcji ligacji oligonukleotydowego adaptera.

Skladnik Ilos¢
RNA 5’RACE Adapter (0,3 pg/nl) 1wl
Bufor ligazy T4 RNA 1 ul
inhibitor RNaz, RiboLock RNase Inhibitor 0,5 pul
ATP 1 ul
Ligaza RNA I (10U/pl) 0,5 ul
RNA 2 ul
Woda wolna od nukleaz 4 ul

Matryce w reakcji odwrotnej transkrypcji stanowity 2 pl mieszaniny reakcyjnej po ligacji
adaptera. Stosowane byty trzy rodzaje starterow:

* startery specyficzne do sekwencji genu VDR ( mVDRex2)

» randomowe heksamery

* oligonukleotydy oligo-dT.
W kolejnym kroku pobrano 2 pl uzyskanego cDNA, ktére stanowito matryce w reakcji
zagniezdzonego PCR (ang. Nested-PCR). W pierwszej reakcji PCR, tzw. zewngetrznej,
stosowano startery komplementarne do adaptera (5’RACE Outer) oraz do sekwencji genu
VDR (mVDRex4RcOut). Nastepnie przeprowadzono druga reakcje PCR, tzw. wewngtrzna,
w ktorej matryce stanowity 2 ul produktu reakcji zewnetrznej. Stosowano startery
komplementarne do adaptera (5’RACE Inner) oraz do sekwencji genu VDR (mVDRex4-
5RcIn). Uzyskany produkt rozdzielono podczas elektroforezy zelowej, nastepnie wycigto
DNA z zelu agarozowego i0czyszczono. Przeprowadzono klonowanie produktu reakcji
PCR do plazmidu pGEM-T easy i transformacj¢ bakterii. Z odpowiednich kolonii
bakteryjnych wyizolowano plazmidy, ktore sekwencjonowano z zastosowaniem starterow
SP6 1 T7. Punkt startu transkrypcji okreslono poprzez analiz¢ sekwencji uzyskanego DNA

w miejscu ligacji adaptera z sekwencjg badanego genu.

3.2.45 Konwersja DNA wodorosiarczynem sodu

Metoda ta stuzy do badania metylacji DNA 1 jest skuteczng technika umozliwiajacg analizg
zmian epigenetycznych. Enzym metylaza DNA przeprowadza reakcj¢, w wyniku ktorej
do cytozyny przylaczona zostaje grupa metylowa (-CH3), wskutek czego powstaje 5-

metylocytozyna. Omawiana metoda umozliwia rozréznienie sekwencji zmetylowanych
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od niezmetylowanych. W reakcji tej dokonuje si¢ modyfikacji DNA z wykorzystaniem
wodorosiarczynu sodu. W wyniku deaminacji dochodzi do konwersji niezmetylowanej
cytozyny do uracylu, natomiast cytozyna zawierajagca grupe metylowa w pozycji
5’ pozostaje niezmieniona. Odpowiednio zaprojektowane startery umozliwiajg rozpoznanie

zmian zwigzanych z procesem metylacji cytozyny.

Sulfonacja
‘\ H803 J\N

Cytozyna Siarczan cytozyny

H
20 Deaminacja
NH4
Desulfonacja
0
Hso3 JN\N
H

Ur ac)l Siarczan wracylu

Rycina 16. Modyfikacja DNA przy pomocy wodorosiarczanu IV sodu [105]. Opis w tekscie powyze;j.

Podczas eksperymentu sprawdzano stan metylacji wyspy CpG, znajdujacej si¢ w obrebie
promotora mysiego genu VDR. DNA wyizolowano z limfocytow T i B pochodzacych
ze sledziony, tymocytow oraz granulocytow wyizolowanych ze szpiku kostnego. Reakcje
przeprowadzono wedtug ponizszej procedury:
a. Zmieszano 4 pl 1M roztworu kwasu solnego z 2 pg DNA 1 inkubowano przez 2 min
w temperaturze pokojowej;
b. Dodano 4,3 pl 3M roztworu NaOH 1 inkubowano przez 20 min w temperaturze 37 °C;
c. Dodano 28 pl 10 mM roztworu hydrochinonu oraz 500 ul bisulfitu pH 5 o stezeniu
40,5%, catos¢ zmieszano i inkubowano w ciemnosci przez 4 godziny w temperaturze
55 °C;
d. Dodano 80 pl miliQ 1365 pl 96% roztworu etanolu. Cato$¢ wymieszano i przeniesiono
na kolumne (Genoplast), a nastgpnie zwirowano przez 2 min przy predkosci 6000xg,

w temperaturze pokojowej;
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e. Kolumng przeptukano 750 pl buforu WASH i zwirowano przez 1 min przy predkosci
11 000xg, w temperaturze pokojowej;

f. Dodano 500 pul swiezego 0,15M NaOH (rozpuszczonego w EtOH) i inkubowa¢ 10 min
w temperaturze pokojowej;

g. Zwirowano przez 1 min przy predkosci 11 000xg, w temperaturze pokojowej, po czym
przeptukano kolumne 500 pl buforu W1 i ponownie zwirowano w powyzszych
warunkach;

h. Kolumne przeptukano 750 pl buforu WASH i zwirowano przez 1 min przy predkosci
11 000xg, w temperaturze pokojowej;

i. W celu usunigcia pozostalosci buforéw ponownie zwirowano przez 2 min przy
predkosci 14 000xg, w temperaturze pokojowej;

J. DNA eluowano 50 ul buforu TE zagrzanego do temperatury 75 °C.

Otrzymane DNA stanowito matryce w reakcji zagniezdzonego PCR. W pierwszym kroku
przeprowadzono reakcje zewngtrzng PCR, z wykorzystaniem starterow BSmVDRF
i BSmVDRR2. Matryce stanowito 5 ul DNA po konwersji wodorosiarczynem sodu, w reakcji
wykonano 35 cykli amplifikacji produktu. W kolejnym kroku przeprowadzono reakcje
wewngtrzng PCR, stosujac parg starterow BSmVDRF i BSmVDRR1. Matryce stanowito 2,5 pl
produktu reakcji zewngtrznego PCR, ponownie wykonano 35 cykli amplifikacji produktu.
Otrzymano produkt rozdzielono w elektroforezie zelowej, nastepnie wycieto z zelu
agarozowego i oczyszczono. Przeprowadzono klonowanie produktu reakcji PCR
do plazmidu pGEM-T easy i transformacje bakterii. Z odpowiednich kolonii bakteryjnych
wyizolowano plazmidy, ktére sekwencjonowano z zastosowaniem starterow SP6 i T7,

po czym przeprowadzono analiz¢ uzyskanej sekwencji DNA.

3.2.46 Immunopercypitacja chromatyny
Immunoprecypitacje chromatyny wykonano z wykorzystaniem zestawu Magna ChIP™ A/G

Chromatin Immunoprecipitation Kit firmy Sigma-Aldrich.

Na 24 h przed rozpoczeciem eksperymentu 1x10° komérek linii 32D, znajdujacych sie
w medium  hodowlanym z dodatkiem inetrleukiny-3, zastymulowano 1a,25-
dihydroksywitamina D3 o stezeniu koficowym 107" M. Probe kontrolna stanowita identyczna

ilos¢ komorek, ktore nie stymulowana.
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Postepowano zgodnie z ponizszg procedurg:

1. Utrwalenie wigzania biatko-DNA 1 liza komorek:
a. Do proby badanej i kontrolnej dodano 550 pl 37 % roztworu formaldehydu, calosé
wymieszano i inkubowano przez 10 min w temperaturze pokojowej;
b. Dodano 2 ml 10-krotnie rozcienczonej glicyny, zmieszano i inkubowano przez
5 min w temperaturze pokojowej;
c. Probki przeniesiono do probodwek typu Falcon, znajdujacych si¢ na lodzie.
Wirowano przez 5 minut przy predkosci 400xg, w temperaturze 4°C;
d. Usunieto supernatant, komorki zawieszono w 10 ml schtodzonego buforu PBS,
po czym zwirowano przez 5 minut przy predkosci 400xg, w temperaturze 4°C;
e. Usunigto supernatant, komorki ponownie zawieszono w 10 ml schlodzonego
buforu PBS i zwirowano przez 5 minut przy predkosci 400xg, w temperaturze 4°C;
f. Peletke zawieszono 2 ml buforu PBS zawierajacego 10 pl Protease Inhibitor
Cocktail II i przeniesiono do probowek typu Eppendorf;
g. Wirowano przez 5 minut przy predkosci 800xg, w temperaturze 4°C, usuni¢to
supernatant, a peletke zawieszono w 0,5 ml Lysis Buffer z 2,5 ul Protease Inhibitor
Cocktail II;
h. Komoérki inkubowano przez 15 min w temperaturze 4°C, worteksujac mieszaning
co 5 minut;
1. Wirowano przez 5 minut przy predkosci 800xg, w temperaturze 4°C, usunigto
supernatant, a peletke zawieszono w 0,5 ml Nuclear Lysis Buffer z 2,5 pl Protease

Inhibitor Cocktail II i inkubowano 20 min w temperaturze 4°C.

2. Sonikacja chromatyny:
a. Przeprowadzono siedem cykli sonikacji trwajace 15 s o mocy 60%. Migdzy
cyklami stosowano 50-sekundowe przerwy, a komorki trzymano na lodzie.
b. Po sonikacji probki wirowano przez 10 min przy predkosci 10 000xg,
w temperaturze 4°C;
c. Pobrano 5 pl supernatantu celu dokonania analizy elektroforetyczne;;

d. Pozostaty supernatant przeniesiono po 50 pl do probéwek typu Eppendorf.
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3. Immunoprecypitacja DNA:

a. Na kazda probke przygotowano 450 pl buforu do rozcienczenia, zawierajacego
2,25 pl Protease Inhibitor Cocktail II, kulki magnetyczne optaszczone biatkami A/G
zworteksowano;
b. Do 50 pl lizatu dodano 450 pl buforu do rozcienczenia, 20 pl kulek magnetycznych
oraz odpowiednie przeciwcialo:

* kontrola pozytywna - 1ul przeciwciata anty-RNA Polimeraza |1

* kontrola negatywna - 1ul mysiego przeciwciata IgG

* proba badana - 25 pl poliklonalnego przeciwciata anty-VDR
Przed dodaniem przeciwciata z kazdej probki pobrano 5 pl roztworu, stanowigcego
tzw. Input DNA, ktore przechowywano w temperaturze 4°C.
c. Probki zawierajace odpowiednie przeciwciala inkubowano przez noc
w temperaturze 4°C na mieszadle kotowym.
d. Wykorzystujac magnes przeprowadzono sedymentacj¢ magnetycznych kulek
optaszczonych biatkami A/G, do ktorych zwigzaty si¢ przeciwciala;
e. Usunigto supernatant, a osad zawieszano kolejno w odpowiednich buforach:

* 500 pl Low Salt Wash Buffer

* 500 ul High Salt Wash Buffer

* 500 pl LiCl Wash Buffer

* 500 pl TE Buffer
Po dodaniu odpowiedniego buforu o temperaturze 4° C inkubowano mieszaning
przez 5 minut na mieszadle kotowym, po czym supernatant usuwano
z wykorzystaniem magnetycznego separatora, a otrzymang peletke zawieszano
w kolejnym buforze.
f. Po serii plukan do prébki dodano 100 pl buforu ChIP FElution Buffer,
zawierajacego 1 pl Proteinazy K i inkubowano z wytrzasaniem przez 2 h
W temperaturze 62° C;
g. Inkubowano przez 10 min w temperaturze 95°C, po czym ostudzono
do temperatury pokojowej;
h. Probke sedymentowano wykorzystujac magnetyczny separator, a otrzymany

supernatant przeniesiono do nowej proboéwki 1 oczyszczono na kolumienkach.
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3.2.47 Analiza in silico obszaru promotorowego genu VDR

Wytypowanie sekwencji DNA zawierajacych potencjalne elementy odpowiedzi
na witaming D wykonano poprzez analiz¢ bioinformatyczng z wykorzystaniem programow
Jaspar oraz Lasagna. Do programéw wprowadzono sekwencje genu VDR w formacie Fasta,
po czym wybierajagc sekwencje konsensusowg VDR dokonano identyfikacji miejsc
rozpoznawanych przez badany receptor. W wyniku przeprowadzonej analizy in silico
wytypowano trzy potencjalne miejsca VDRE, ktére moga by¢ odpowiedzialne
zamechanizm autoregulacji VDR w mysich komodrkach hematopoetycznych.
Zlokalizowane sa w obrebie promotora genu VDR i znajduja si¢ odpowiednich odleglos$ciach

od miejsca startu transkrypcji: VDRE1 -680 nt, VDRE2 -1560 nt, VDRE3 — 1689 nt.

3.2.48 Statystyczne opracowanie wynikéw

Analizg statystyczng otrzymanych wynikéw przeprowadzono w programie Microsoft
Excell, z wykorzystaniem dodatku RealStats. W pierwszym etapie testem Shapiro-Wilka
sprawdzono, czy uzyskane dane pochodzg z rozktadu normalnego. W przypadku otrzymania
probek o rozktadzie normalnym stosowano test T do oceny istotnos$ci réznic. W pozostatych
probkach stosowano test nieparametryczny ANOVA Kruskala-Wallisa, a nastgpnie test
U Manna-Whitneya do szczegdétowego porownania dwoch grup danych. Roznice oznaczano

jako istotne statystycznie, gdy warto$¢ p < 0,05.
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4  Wyniki

4.1 Identyfikacja promotorow genu VDR w komoérkach krwi oraz
ustalenie wariantéw konca 5’ i wyznaczenie punktu startu
transkrypcji VDR z uzyciem techniki 5’-RACE PCR

Dane literaturowe wskazuja, iz u myszy miejsce startu translacji genu VDR zlokalizowane
jest w obrebie trzeciego eksonu [23]. Nie jest jednak okreslone, gdzie w mysich
hematopoetycznych komorkach macierzystych i progenitorowych znajduje si¢ miejsce
startu transkrypcji omawianego genu. Badania dotyczace regulacji ekspresji ludzkiego genu
VDR wskazuja, ze budowa regionu 5’ jest zlozona. W jego obrebie znajduje si¢ kilka
promotorow, ktore sg alternatywnie wykorzystywane w specyficznej tkankowo regulacji
transkrypcji. Moze to leze¢ u podstaw zroznicowanej ekspresji genu VDR w réznych
komorkach [71]. W zwiagzku z powyzszym, w pierwszym etapie badan ustalono punkty
startu transkrypcji genu VDR w mysich hematopoetycznych komoérkach macierzystych
i progenitorowych, wykorzystujac do tego celu technike 5’-RACE. Postgpowano zgodnie
z protokotem FirstChoice® RLM-RACE Kit zgodnie z procedurg opisang w punkcie 3.2.44.
Reakcj¢ przeprowadzono na RNA wyizolowanym z mysiego szpiku kostnego, nerek oraz
jelita cienkiego. Pierwsza z tkanek stanowita obiekt badan, a otrzymane wyniki miaty
dostarczy¢ informacji o punktach startu transkrypcji genu VDR w komoérkach krwi, zar6wno
tych prekursorowych, jak i zr6znicowanych. Kolejne dwie tkanki charakteryzuja si¢ wysoka
ekspresja genu VDR istosowane byly jako tkanki referencyjne. Procedura 5’RACE
rozpoczynala si¢ od izolacji catkowitego RNA ze szpiku kostnego, nerki i jelita cienkiego
oraz jego enzymatycznej modyfikacji (patrz Materialy i metody, procedura 3.2.44).
Nastepnie przeprowadzono reakcje odwrotnej transkrypcji z zastosowaniem startera
specyficznego  wobec sekwencji genu VDR (mVDRex2), zdegenerowanych
oligonukleotydoéw oraz oligonukleotydow oligo-dT. Produkt reakcji udato si¢ otrzymaé
tylko z zastosowaniem zdegenerowanych oligonukleotydéw i stanowit on matryce w reakcji
zagniezdzonego PCR. Reakcje zewngtrzng wykonano =z zastosowaniem startera
komplementarnego do adaptera (5’RACE Outer) oraz do sekwencji genu VDR
(mVDRex4RcOut). Reakcje wewnetrzng, w ktorej matryce stanowily 2 ul produktu reakcji

zewnetrznej wykonano z zastosowaniem startera komplementarnego do adaptera (5’RACE

88



Inner) oraz do sekwencji genu VDR (mVDRex4-5RclIn). Otrzymane produkty wklonowano
do plazmidu pGEM-T Easy, po czym przeprowadzono transformacj¢ bakterii. Uzyskane
klony poddano reakcji sekwencjonowania. Uzyskano produkt o dtugosci okoto 200 pz,
fragment ten zostal poréwnany z sekwencja genu VDR (baza danych GenBank, numer
referencyjny NC_000081.7). Analiza otrzymanych sekwencji wykazata, ze istnieje kilka
miejsc startu transkrypcji mysiego genu VDR, zlokalizowanych w pojedynczym regionie
obejmujacym 45 nukleotydéw. Region ten zlokalizowany jest w bezposrednim sgsiedztwie
opisanego wczesniej eksonu homologicznego do ludzkiego eksonu 1a. Najczgstsze punkty
startu transkrypcji mysiego genu VDR w szpiku kostnym to nukleotydy adenylowe -
pierwszy znajduje si¢ bezposrednio przed pierwszym nukleotydem eksonu la, drugi
zlokalizowany jest w odleglosci 15 nukleotydow powyzej omawianego eksonu.
Przedstawione punkty startu transkrypcji (Ryc.17) powtarzajg si¢ w obrebie wszystkich
badanych tkanek, w zwigzku z czym nie znaleziono zadnych silnych preferencji tkankowych
dotyczacych miejsca startu transkrypcji. W zwigzku z powyzszym zidentyfikowany zostat
tylko jeden wariant transkrypcji badanego genu, cho¢ punkt startu transkrypcji nie jest
W jego obrgbie S$cisle zlokalizowany — jest to cecha charakterystyczna dla promotoréw
pozbawionych sekwencji typu TATA-box [106]. W przeciwienstwie do ztozonej regulacji
transkrypcji genu VDR w ludzkich komoérkach, kontrolowanej przez kilka promotorow,

transkrypcja genu VDR u myszy jest kontrolowana przez pojedynczy region promotorowy.
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Rycina 17. Miejsca startu transkrypcji genu VDR w wybranych mysich narzadach. Schemat genu VDR z zaznaczeniem
miejsc startu transkrypcji (*). Niebieskie pola reprezentuja eksony genu VDR. Rozszerzony widok (dolny panel)
przedstawia sekwencj¢ genomowa otaczajaca miejsca rozpoczecia transkrypcji mysich transkryptoéw - gwiazdki oznaczaja
lokalizacj¢ miejsc startu transkrypcji zidentyfikowanych podczas reakcji 5'-RACE, liczba gwiazdek - liczbg transkryptow.

Na czerwono zaznaczono pierwszy nukleotyd eksonu 1a.

4.2 Opracowanie metody izolacji i namnazania mysich HSPC

Przed rozpoczeciem badan testowano rdézne metody 1 komercyjnie dostepne zestawy, ktore
stuzyty do izolacji mysich HSPC. Wybrana metoda sortowania mysich hematopoetycznych
komorek macierzystych 1 progenitorowych opiera si¢ na negatywnej selekcji dojrzatych
populacji komdrkowych. Do izolacji mysich HSPC ze szpiku kostnego stosowano zestaw
EasySep™ Mouse Hematopoietic Progenitor Cell Isolation. Zroznicowane komorki
wyznakowano biotynylowanymi przeciwciatami (CDS5, CDI11b, CD19, CD45R / B220,
Ly6G / C (Gr-1), TER119, 7-4), po czym z wykorzystaniem czasteczek magnetycznych
powlekanych streptawidyng i magnetycznego separatora usuni¢to niepozadane komorki
Z zawiesiny. Dziatanie zestawu zostato potwierdzone poprzez wybarwienie przeciwciatami
poszczegolnych populacji komérkowych szpiku kostnego przed i po izolacji mysich HSPC
(Ryc.18). Do analizy liczebno$ci poszczegdlnych populacji komoérkowych wykorzystano

metod¢ cytometrii przeptywowe;.
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Rycina 18. Analiza liczebnosci mysich HSPC przed i po izolacji magnetycznej. Wykresy przedstawiaja populacje
komodrkowe, wyodrgbnione na podstawie obecno$ci markerow Sca-1 i c-kit, charakterystycznych dla komorek
macierzystych i progenitorowych krwi. Po lewej stronie (komorki niesortowane) widoczna jest jedna populacja komorek,
ktora charakteryzuje si¢ niskim poziomem ekspresji markeréw Sca-1 i c-kit. Po prawej stronie (komorki po separacji
magnetycznej) widocznych jest kilka populacji komoérkowych, wérdd ktorych mozna wyodrebni¢ populacje o wysokim
poziomie ekspresji markeréw Sca-1 i c-Kit.

W celu namnozenia jak najwigkszej liczby mysich hematopoetycznych komorek
macierzystych i progenitorowych przeprowadzono proces optymalizacji czasu hodowli,
sprawdzano takze r6zne kombinacje i ilosci cytokin dodawanych do medium hodowlanego.
Ostatecznie dla hematopoetycznych komorek macierzystych i progenitorowych stosowano
nastepujace cytokiny w odpowiednich stezeniach: SCF (50 ng/ml), FIt3 (50 ng/ml), TPO
(50 ng/ml) oraz 11-6 (10 ng/ml). Wyizolowane komorki stymulowane byly przez 4 dni
kalcytriolem w stezeniu 10 nm/ml lub ATRA w stgzeniu 1 pum/ml. Analiza wynikoéw
(Ryc.19) wskazata, ze wybrany zestaw zwigzkow pozytywnie wplynat na utrzymanie puli
HSPC w hodowli, o czym $wiadczy wzrost liczebnosci populacji komorkowych
charakteryzujacych sie¢ wysoka ekspresjg Sca-1 i c-kit w porownaniu do stanu wyjSciowego

hodowli.
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Rycina 19. Analiza 96-godzinnej hodowli mysich HSPC z zastosowaniem cytokin: SCF (50 ng/ml), FLT3 (100 ng/ml),
TPO (50 ng/ml) i 11-6 (20 ng/ml), stymulowanych lub nie kalcytriolem (10 nM/ml) lub ATRA (1 pM/ml).

1. — stan wyjéciowy hodowli, 2. — hodowla w warunkach kontrolnych, wytacznie z cytokinami, 3. — hodowla z cytokinami
i kalcytriolem, 4. — hodowla z cytokinami i ATRA, 5. — hodowla z cytokinami, kalcytriolem i ATRA.

4.3 Ekspresja genu VDR w mysich komérkach

W kolejnym etapie prac przeprowadzono eksperymenty, ktorych celem byto sprawdzenie
poziomu ekspresji poznanego wariantu transkrypcyjnego genu VDR w ro6znych tkankach.
W tym celu z myszy typu dzikiego wyizolowano nerke, grasice, sledziong, szpik kostny oraz
dokonano izolacji poszczegolnych populacji komérkowych: limfocytow T 1 B ze $Sledziony
oraz granulocytow ze szpiku kostnego.

Z wybranych tkanek i komoérek wyizolowano RNA, przeprowadzono reakcje odwrotnej
transkrypcji, w wyniku ktorej otrzymywano matryce do reakcji Real-Time PCR. Wyniki
byly normalizowane do poziomu ekspresji genu referencyjnego (GAPDH), a nastepnie
do znormalizowanego poziomu ekspresji genu VDR w nerce. Otrzymane wyniki wskazaty
najwyzsza ekspresje genu VDR w nerce 1 znaczaco nizszy poziom ekspresji w pozostatych
populacjach komorkowych, za wyjatkiem HSPC (Ryc. 20). Otrzymane wyniki pokazaty,

ze najnizsza ekspresja VDR zachodzi w dojrzatych limfocytach T i B, natomiast stosunkowo
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wyzszy poziom ekspresji badanego genu obserwuje si¢ w $ledzionie, grasicy i szpiku
kostnym. Obserwowana réznica w poziomie ekspresji genu VDR w badanych tkankach
stanowila punkt wyjsécia do kolejnego etapu prac, ktérego celem byto zbadanie poziomu

metylacji promotora genu VDR.
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Rycina 20. Ekspresja genu VDR u myszy typu dzikiego (hormalizacja do GAPDH). Wyniki przedstawiaja $rednig warto$¢
wraz z odchyleniem standardowym, p < 0,05. Wyniki obrazujg dane uzyskane z szesciu eksperymentow. Gwiazdkami (*)
0znaczono istotng statystycznie réznicg w poziomie ekspresji genu VDR w odniesieniu do wyniku uzyskanego dla nerki.

Stosowano test nieparametryczny ANOVA Kruskala-Wallisa oraz test U Manna-Whitneya.

4.4 Stopien metylacji promotoréw genu VDR w mysich komérkach krwi

4.4.1 Sekwencjonowanie genomowego DNA po jego konwersji pirosiarczynem sodu

Po okresleniu miejsca startu transkrypcji i wariantu transkrypcyjnego genu VDR, a takze
po ustaleniu, ze za ekspresje genu VDR w mysich komdrkach krwi jest odpowiedzialny tylko
jeden promotor, rozpoczeto badania, ktore miaty na celu sprawdzenie jaki mechanizm jest
odpowiedzialny za regulacje aktywnosci badanego promotora. Badania dotyczace profilu
ekspresji genu VDR w mysich tkankach (patrz Wyniki, punkt 4.2) wskazaly roznice
w poziomie ekspresji badanego genu pomiedzy réznymi tkankami. Przeprowadzono
eksperymenty, ktorych wyniki mialy udzieli¢ odpowiedzi, czy za obserwowane rdznice
w poziomie ekspresji VDR w badanych tkankach odpowiada metylacja wysp CpG

zidentyfikowanych w obrebie promotora mysiego genu VDR. Przestanka do sprawdzenia,
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czy metylacja promotora jest czynnikiem regulujgcym aktywnos$¢ genu VDR jest fakt,
ze U ludzi epigenetyczne wyciszenie promotora genu VDR zostato zademonstrowane m.in.
W ludzkim lozysku, komorkach linii kosmowkowej naczyniowki, guzach piersi oraz
w komorkach zakazonych HIV.

W pierwszym kroku, postugujac si¢ programem EMBOSS CpGplot, zidentyfikowano
wyspe CpG, znajdujacg si¢ w regionie -469 do -328 w stosunku do punktu startu transkrypcji
genu VDR. W obrebie badanej wyspy mozna wyrdzni¢ 14 dinukleotydow CpG,
stanowigcych potencjalne miejsce metylacji cytozyny. Badania przeprowadzono na DNA
genomowym wyizolowanym ze zréznicowanych komorek krwi — granulocytow
wyizolowanych ze szpiku kostnego, limfocytow T 1 B wyizolowanych ze §ledziony oraz
tymocytow (CD4+ CD8+). Stosowano metode sekwencjonowania genomowego DNA
po jego konwersji pirosiarczynem sodu. Wyizolowane DNA poddano konwersji, po czym
amplifikowano, aotrzymane amplikony wklonowano do wektora pGEM-T-Easy
i przeprowadzono transformacje bakterii. Analiza wynikéw (Ryc.21) otrzymanych w reakcji
sekwencjonowania wykazata, ze promotor VDR we wszystkich badanych typach komoérek
jest stabo zmetylowany 1 w zwigzku z tym nie zachodzi korelacja pomiedzy stopniem
metylacji promotora i jego aktywnos$ciag. W $wietle uzyskanych wynikoéw sformutowano
whniosek, iz aktywno$¢ promotora VDR w badanych komorkach nie jest regulowana poprzez

mechanizm metylacji DNA.
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Rycina 21. Organizacja mysiego locus VDR. Niebieskie pola reprezentuja eksony. Miejsca metylacji DNA w promotorze
genu VDR w mysich komoérkach krwi: granulocytach, limfocytach T, limfocytach B i tymocytach. Czarne i bialte kotka

oznaczajg odpowiednio metylowane i niemetylowane cytozyny.

4.5 Woyznaczenie profilu ekspresji genu VDR w mysich komérkach krwi

z wykorzystaniem metody Real-Time PCR

4.5.1 Regulacja ekspresji genu VDR przez 1,25D i ATRA w mysich komérkach krwi
oraz w nerce

Znajac wyjsciowy poziom ekspresji genu VDR w mysich narzadach, postanowiono

sprawdzi¢ czy ekspresja ta jest regulowana przez ATRA, tak jak ma to miejsce w ludzkich

komorkach, gdzie ATRA reguluje ekspresje genu VDR zarowno w gore jak i w dot,

w zaleznosci od rodzaju komorek. Przyktad ludzkiego genu VDR 1 jego ztozonej struktury

pokazuje jak trudne jest do ustalenia w jaki sposob jest regulowana ekspresja tego genu

I jakie czynniki s3 w nig zaangazowane [71]. Przeprowadzone badania mialy na celu
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sprawdzenie hipotezy stanowigcej o tym, iz miejsce startu transkrypcji genu VDR moze
stanowi¢ miejsce krzyzowania si¢ Sciezek sygnalizacyjnych zaleznych od 1la,25-
hydroksywitaminy Dz i retinoidow, stad drugim czynnikiem stosowanym do stymulacji
komorek byt kalcytriol. Badania przeprowadzono na niesortowanych komorkach szpiku
kostnego, granulocytach, komoérkach HSPC wyizolowanych ze szpiku kostnego oraz
nanerce, stosowanej jako narzad referencyjny. Podczas eksperymentu komorki
stymulowano ex vivo 1,25D lub ATRA przez 96 godzin, po czym badano poziom mRNA
VDR w stosunku do ekspresji dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego (GAPDH).

Otrzymane wyniki (Ryc. 22) wskazuja, ze ATRA nie reguluje ekspresji genu VDR
W zadnym rodzaju badanych komoérek. W komorkach szpiku kostnego oraz HSPC nastapit
znaczny wzrost ekspresji genu VDR w odpowiedzi na stymulacje kalcytriolem, przy czym
w HSPC obserwowany wzrost byt najwigkszy. Zar6wno w  granulocytach,
jak i w komorkach wyizolowanych z nerki nie zaobserwowano regulacji ekspresji badanego

genu przez zaden ze stosowanych zwigzkow.
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Rycina 22. Ekspresja genu VDR w wybranych mysich tkankach stymulowanych kalcytriolem (wit.D) i ATRA
(normalizacja do GAPDH). Wyniki przedstawiaja $rednig warto$¢ wraz z btgdem standardowym $redniej (SEM), p <0,05.
Wyniki dla kazdej grupy komoérek normalizowane byty w stosunku do komoérek niestymulowanych, stanowigcych kontrolg.
Gwiazdka (*) zaznaczono istotne statystycznie wartosci, ktdre sa znacznie wyzsze od wartosci uzyskanych dla
odpowiedniej kontroli. Stosowano test nieparametryczny ANOVA Kruskala-Wallisa oraz test U Manna-Whitneya.

Przedstawiono usrednione wyniki z szeSciu niezaleznych eksperymentow.
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ATRA stanowi uniwersalny ligand dla wszystkich izoform RAR, dlatego w zwigzku
Z obserwacjg $wiadczacg o braku regulacji mysich komoérek przez ATRA postanowiono
sprawdzi¢, czy RAR jest obecny w badanych komoérkach. W tym celu sprawdzono ekspresje
genu CYP26A1, ktéry jest docelowym genem RAR. Badania przeprowadzono ponownie
na niesortowanym szpiku kostnym, granulocytach i HSPC wyizolowanych ze szpiku
kostnego oraz na komorkach wyizolowanych z nerki. Podczas eksperymentu komorki
stymulowano ex vivo 1,25D lub ATRA przez 96 godzin, po czym badano poziom mRNA
Cyp26A1 w stosunku do ekspresji genu GAPDH. Ekspresje genu Cyp26A1 w komorkach
stymulowanych normalizowano wzgledem ekspresji w komorkach niestymulowanych.
We wszystkich rodzajach komorek, ktore byly stymulowane ATRA, zaobserwowano
podwyzszong wzgledng ekspresje genu CYP26ALl (Ryc.23), najwyzsza w komorkach
niesortowanego szpiku kostnego i granulocytach. Wyniki te, wraz z opisanymi powyzej,
wskazuja, ze RAR jest obecny i aktywny transkrypcyjnie w badanych komorkach, lecz nie
odpowiada za regulacje ekspresji genu VDR.
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Rycina 23. Badanie aktywnosci transkrypcyjnej RAR. Ekspresja genu Cyp26al w mysich komorkach (normalizacja
do GAPDH). Wyniki przedstawiaja $rednig warto$¢ wraz z btedem standardowym $redniej (SEM). Wyniki dla kazdej
grupy komorek normalizowane byty w stosunku do komorek niestymulowanych, stanowiacych kontrolg. Stosowano test
nieparametryczny ANOVA Kruskala-Wallisa oraz test U Manna-Whitneya. Przedstawiono usrednione wyniki z szesciu
niezaleznych eksperymentow. Gwiazdka (¥) zaznaczono istotne statystycznie wartosci, ktore sa znacznie wyzsze

od warto$ci uzyskanych dla odpowiedniej kontroli.
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Kolejne badania miaty na celu sprawdzenie, czy powstajagce w komoérkach mRNA VDR
zostaje przeksztatcone w funkcjonalne biatko, stanowigce aktywnie transkrypcyjny receptor
witaminy D. Pomiaru aktywnosci transkrypcyjnej badanego receptora dokonano poprzez
sprawdzenie poziomu ekspresji genu Cyp24Al, ktory jest najsilniej regulowanym przez
VDR genem. Podobnie jak w poprzednich eksperymentach komorki poddano dziataniu
1,25D lub ATRA przez 96 godzin. Ekspresje¢ genu Cyp24A1l w komorkach stymulowanych
normalizowano wzglgdem ekspresji w komorkach niestymulowanych. Uzyskane wyniki
(Ryc.24) potwierdzity obecnos¢ aktywnego transkrypcyjnie VDR w badanych komorkach.
Indukowana obecnoscig 1,25D ekspresja genu CYP24A1 w komorkach nerki jest bardzo
wysoka - niemal tysigc razy wyzsza niz w warunkach kontrolnych. Jeszcze wyzszy poziom
ekspresji  genu  CYP24Al, indukowany obecnoscig 1,25D, zaobserwowano
w stymulowanych komodrkach HSPC, gdzie w porownaniu do warunkow kontrolnych
poziom ekspresji VDR jest niemal milion razy wyzszy. Zaskakujacy wynik uzyskano
w komorkach nerek i HSPC stymulowanych ATRA — zaobserwowano znaczny wzrost

ekspresji CYP24A1. Wytlumaczenie mechanizmu molekularnego tego efektu wymaga

dalszych badan.
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Rycina 24. Badanie aktywno$ci transkrypcyjnej VDR. Ekspresja genu Cyp24al w mysich komodrkach (normalizacja
do GAPDH). Wyniki przedstawiaja $rednig warto$¢ wraz z btedem standardowym $redniej (SEM), p < 0,05. Wyniki dla
kazdej grupy komorek normalizowane byly w stosunku do komdrek niestymulowanych, stanowiacych kontrolg. Gwiazdka
(*) zaznaczono istotne statystycznie wartosci, ktore sa znacznie wyzsze od warto$ci uzyskanych dla odpowiedniej kontroli.
Stosowano test nieparametryczny ANOVA Kruskala-Wallisa oraz test U Manna-Whitneya. Przedstawiono usrednione

wyniki z sze$ciu niezaleznych eksperymentow.
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4.5.2 Ekspresjairegulacja genu VDR przez 1,25D i ATRA w subpopulacjach mysich
hematopoetycznych komorek macierzystych i progenitorowych

Celem niniejszej pracy jest zbadanie poziomu ekspresji VDR i sposobu jego regulacji
w czasie hematopoezy, dlatego w kolejnych etapach pracy obiekt badawczy stanowity
hematopoetyczne komorki macierzyste 1 progenitorowe. Co wazne, wyniki uzyskane
we wczesniejszych etapach pracy (patrz Wyniki, punkt 4.5.1) wskazaty, ze HSPC
charakteryzuja si¢ najwyzszym poziomem ekspresji VDR wsrod badanych komorek.
Ponadto zaobserwowano niespotykany w ludzkich komoérkach krwi mechanizm
autoregulacji ekspresji genu VDR przez 1,25D. W toku eksperymentu z mysiego szpiku
kostnego wyizolowano nastepujace populacje komorkowe (patrz Materialy 1 metody,
procedury 3.2.39 i3.2.40): hematopoetyczne komodrki macierzyste (HSC), progenitory
wspoélne dla linii limfoidalnej (CLP), progenitory wspolne dla linii mieloidalnej (CMP),
progenitory granulocytdéw 1 makrofagow (GMP) oraz progenitory megakariocytow
i erytrocytow (MEP). Analogicznie do poprzednich eksperymentéw, w pierwszym kroku
sprawdzono ekspresj¢ VDR w komorkach niestymulowanych, a nastgpnie potencjalne
zmiany ekspresji VDR w wyniku stymulacji 1,25D lub ATRA. Podczas eksperymentu
komorki stymulowano ex vivo 1,25D lub ATRA przez 96 godzin, po czym badano poziom
MRNA VDR w stosunku do ekspresji GAPDH.

Wyniki (Ryc.25) okazaty si¢ podobne do wczesniejszych obserwacji poczynionych
na niesortowanym szpiku kostnym, granulocytach, HSPC wyizolowanych ze szpiku
kostnego oraz na komodrkach wyizolowanych z nerki - ATRA nie reguluje ekspresji
VDR w zadnej  zsubpopulacji  hematopoetycznych ~ komorkach ~ macierzystych
I progenitorowych. W populacjach progenitoréw wspdlnych dla linii mieloidalnej (CMP),
progenitorow megakariocytow 1 erytrocytow (MEP) oraz progenitorow wspdlnych
dla granulocytow i makrofagéw (GMP) nastapit znaczny wzrost ekspresji genu VDR
w odpowiedzi na stymulacj¢ kalcytriolem, przy czym najwigkszy wzrost zaobserwowano
w populacji CMP. Stosunkowo nizszg reakcje na stymulacje 1,25D zaobserwowano
W populacji hematopoetycznych komorek macierzystych (HSC), natomiast w populacji
progenitorow wspodlnych dla linii limfoidalnej nie zaobserwowano regulacji ekspresji

badanego genu przez zaden ze stosowanych zwigzkow.
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Rycina 25. Ekspresja genu VDR w ro6znych populacjach hematopoetycznych komoérek macierzystych i progenitorowych
(normalizacja do GAPDH). Wyniki przedstawiaja $rednig warto$¢ wraz z bledem standardowym $redniej (SEM), p < 0,05.
Wyniki dla kazdej grupy komoérek normalizowane byly w stosunku do komoérek niestymulowanych, stanowigcych kontrolg.
Gwiazdka (*) zaznaczono istotne statystycznie wartosci, ktore sa znacznie wyzsze od wartosci uzyskanych
dla odpowiedniej kontroli. Stosowano test nieparametryczny ANOVA Kruskala-Wallisa oraz test U Manna-Whitneya.

Przedstawiono usrednione wyniki z szeSciu niezaleznych eksperymentow.

W kolejnym kroku sprawdzono, czy RAR jest obecny w badanych komorkach. W tym celu
sprawdzono ekspresje genu CYP26A1, docelowego genu RAR (Ryc. 26). Podwyzszong
ekspresje genu CYP26A1 w komorkach stymulowanych ATRA zaobserwowano w populacji
HSC (30-krotny wzrost ekspresji genu w poréwnaniu do warunkéw kontrolnych),
CLP (ponad 150-krotny wzrost ekspresji) oraz populacji GMP (niemalze 800-krotnie wzrost
ekspresji). W pozostatych populacjach nie zaobserwowano tak silnego wzrostu ekspresji
badanego genu (kilka lub kilkunastokrotnie wyzszy poziom ekspresji genu CYP26A1
po stymulacji ATRA w stosunku do warunkéw kontrolnych). Wyniki te $wiadcza o tym,
ze w badanych komorkach RAR jest obecny i1 aktywny transkrypcyjnie, lecz poziom jego
ekspresji znaczaco si¢ r6zni w poszczegdlnych populacjach komoérek hematopoetycznych.
Podobnie jak we wczesniejszych eksperymentach (patrz Wyniki, punkt 4.5.1) nalezy
stwierdzi¢, iz mimo obecnosci RAR w badanych komorkach nie bierze on udziatu

w regulacji ekspresji genu VDR. Zaobserwowano takze niewielki, aczkolwiek widoczny,
100



wzrost ekspresji genu CYP26A1 pod wptywem stymulacji 1,25D w populacjach HSC, GMP

i MEP. Wyjasnienie mechanizmu tego zjawiska wymaga odrebnych badan.
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Rycina 26. Ekspresja genu Cyp26al w réznych populacjach hematopoetycznych komoérek macierzystych
i progenitorowych (normalizacja do GAPDH). Wyniki przedstawiaja $rednig wartos¢ wraz z bledem standardowym
sredniej (SEM), p < 0,05. Gwiazdka (*) zaznaczono istotne statystycznie warto$ci. Wyniki dla kazdej grupy komorek
normalizowane byty w stosunku do komorek niestymulowanych, stanowigcych kontrole. Stosowano test nieparametryczny
ANOVA Kruskala-Wallisa oraz test U Manna-Whitneya. Przedstawiono usrednione wyniki z sze$ciu niezaleznych

eksperymentow.

Ostatni etap badania mial na celu sprawdzenie czy powstajace w hematopoetycznych
komorkach macierzystych 1 progenitorowych mRNA VDR zostaje przeksztatcone
w aktywnie transkrypcyjnie receptor witaminy D. Pomiaru aktywno$ci transkrypcyjnej
badanego receptora dokonano poprzez sprawdzenie poziomu ekspresji genu Cyp24Al,
a badane populacje komoérkowe poddano dziataniu 1,25D lub ATRA przez 96 godzin.
Poziom mRNA badanego genu obliczano w stosunku do ekspresji genu GAPDH, a ekspresj¢
genu Cyp24Al w komorkach stymulowanych normalizowano wzgledem ekspresji
w komorkach niestymulowanych. Uzyskane wyniki (Ryc. 27) potwierdzily obecnos¢
aktywnego transkrypcyjnie VDR w badanych populacjach komoérkowych. Indukowana
obecnoscig 1,25D ekspresja genu CYP24A1 jest najwyzsza w populacjach MEP i HSC, gdzie
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w stosunku do warunkéw kontrolnych wzrosta ponad milion razy. Wsréd komorek
stymulowanych 1,25D wysoki wzrost ekspresji badanego genu obserwujemy takze
w populacjach CMP, najnizszy w populacjach GMP i CLP. W populacjach HSC i MEP
zaobserwowano wzrost ekspresji badanego genu pod wptywem stymulacji ATRA, jednak

jest znaczaco nizszy w porownaniu do wzrostu indukowanego obecnoscia kalcytriolu.

10000000
* *
1000000
* *
100000 * *
* T
? 10000 x - -
I o
QL 1000
< ¢ *
O £ T
w O 100
> 5
3 2
N 10
N £
S I
Qv 1 T
ruqn © a < < © a < < © a < < © o < << © [a} < <
3 S s E E 2 £ E E 2 £ EE Q2 s EE 2 s EE
e € § < < € § < < € § < < € § < < € § < <
o] + o + o + (o] + o +
=~ a -~ a - o = o -~ a
2 2 S E E
HSC CcLP CMP GMP MEP

Populacja komoérkowa

Rycina 27. Ekspresja genu Cyp24al w réznych populacjach hematopoetycznych komoérek macierzystych
i progenitorowych (normalizacja do GAPDH). Wyniki przedstawiajg $rednig warto$¢ wraz z bledem standardowym
sredniej (SEM), p < 0,05. Wyniki dla kazdej grupy komoérek normalizowane byly w stosunku do komorek
niestymulowanych, stanowigcych kontrolg. Gwiazdka (*) zaznaczono istotne statystycznie wartosci, ktore sg znacznie
wyzsze od warto$ci uzyskanych dla odpowiedniej kontroli. Stosowano test nieparametryczny ANOVA Kruskala-Wallisa

oraz test U Manna-Whitneya. Przedstawiono usrednione wyniki z sze§ciu niezaleznych eksperymentow.

Uzyskane wyniki $wiadczg o tym, ze w hematopoetycznych komoérkach macierzystych VDR
jest obecny 1 aktywny transkrypcyjnie. Badajac ekspresje genu VDR pod wplywem
stymulacji 1,25D i ATRA zaobserwowano mechanizm autoregulacji VDR oraz wykluczono
wspotdziatanie transkrypcyjne VDR i RAR w regulacji ekspresji genu VDR. Potwierdzono
takze hipotezg, ktora zaktada, ze gen VDR ulega ekspresji i jest aktywny nie tylko

w catkowicie zroznicowanych komorkach krwi, lecz takze podczas hematopoezy.
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Kolejne eksperymenty miaty na celu zbadanie autoregulacji VDR, ktora zostala

zaobserwowana w komorkach hematopoetycznych.
4.5.3 Autoregulacja receptora witaminy D w mysiej linii komorkowej 32D

45.3.1 Wykazanie autoregulacji receptora witaminy D w mysich komorkach
mieloidalnych
Najciekawszym wynikiem z poprzednich etapow badan jest dotychczas nieopisana
w komorkach hematopoetycznych autoregulacja VDR (Ryc.28), dlatego podjeto prace,
ktore miaty nacelu zbadanie mechanizmu tego zjawiska. Wczesniejsze eksperymenty
prowadzono ex vivo, stosujac hodowle pierwotng komorek, jednak niska liczebnos¢ HSPC
stanowita czynnik ograniczajacy w przypadku technik stosowanych na dalszych etapach
badan. Testy reporterowe wymagaja duzej iloSci dobrze transfekujacych si¢ komorek,
dlatego zmieniono stosowane wczes$niej podejscie i dalsze badania prowadzono
z wykorzystaniem linii komodrkowej. Wyniki uzyskane w poprzednich etapach badan
wskazaty znaczny wzrost ekspresji genu VDR na skutek stymulacji kalcytriolem
w populacjach CMP, MEP i GMP, przy czym najsilniej zjawisko autoregulacji VDR byto
widoczne w populacji progenitorow wspolnych dla linii mieloidalnej. Bioragc pod uwage
powyzsze informacje na podstawie danych literaturowych do dalszym badan wytypowano
mysig mieloidalng lini¢ komorkowa 32D, ktora jest szeroko stosowana jako model procesow
proliferacji i roéznicowania komorek hematopoetycznych w badaniach in vitro [107].
Pierwotnie lini¢ t¢ uzyskano wskutek zakazenia komoérek szpiku kostnego myszy wirusem
onkogennym. Linia ta charakteryzuje si¢ zdolnoscia do proliferacji w obecnos$ci IL-3 oraz
zdolnoscig do roznicowania w kierunku neutrofili w obecnosci G-CSF. Lini¢ komorkowa
32D z powodzeniem stosowano w badaniach dotyczacych mielopoezy i réznicowania
neutrofili, a wyniki uzyskane przez wiele grup badawczych korelowaly z danymi, ktore
uzyskano w przypadku stosowania hodowli pierwotnych oraz myszy transgenicznych [108].
Zastosowanie linii komorkowej umozliwilo otrzymanie wystarczajacej ilosci komorek
do przeprowadzania eksperymentow. Aby przystgpi¢c do badan majacych na celu
identyfikacj¢ w obrgbie locus VDR elementow regulatorowych, w pierwszym kroku

sprawdzono czy w wybranej linii komérkowej wystepuje zjawisko autoregulacji VDR.
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Rycina 28. Schemat hipotetycznego mechanizmu autoregulacji receptora witaminy D. Opracowanie wlasne na podstawie
[65].

W  pierwszym etapie badan komorki linii 32D stymulowano lub nie 1a,25-
hydroksywitaming D3 przez 24 godziny oraz 48 godzin. Po tym czasie wyizolowano RNA
z hodowli, przeprowadzono reakcj¢ odwrotnej transkrypcji, a uzyskane cDNA stanowito
matryce w reakcji Real-Time PCR. Wyniki uzyskane dla genéw VDR (Ryc.29) i Cyp24al
(Ryc.30) normalizowano wzgledem wynikow otrzymanych dla genu GAPDH.

Przeprowadzono trzy niezalezne eksperymenty, a otrzymane wyniki przedstawiono ponize;j.
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Rycina 29. Wykres ekspresji genu VDR w linii 32D. Komorki byty stymulowane (+) badz nie (-) kalcytriolem przez 24h
lub 48h. Ekspresj¢ genu VDR normalizowano w stosunku do ekspresji genu GAPDH. Przedstawiono usrednione wyniki
z trzech niezaleznych eksperymentéw. Wyniki przedstawiaja $rednig warto$¢ wraz z bledem standardowym s$redniej
(SEM), p < 0,05. Gwiazdka (*) zaznaczono istotne statystycznie warto$ci, ktore sg znacznie wyzsze od wartos$ci

uzyskanych dla odpowiedniej kontroli.
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Rycina 30. Wykres ekspresji genu Cyp24al w linii 32D. Komorki byty stymulowane (+) badz nie (-) kalcytriolem przez
24 lub 48h. Ekspresje genu VDR normalizowano w stosunku do ekspresji genu GAPDH. Przedstawiono usrednione wyniki
z trzech niezaleznych eksperymentéw. Wyniki przedstawiaja $rednia warto§¢ wraz z bledem standardowym $redniej
(SEM), p < 0,05. Gwiazdka (*) zaznaczono istotne statystycznie wartosci, ktore sa znacznie wyzsze od warto$ci

uzyskanych dla odpowiedniej kontroli.
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Uzyskane wyniki potwierdzity zjawisko autoregulacji VDR w linii komoérkowej 32D.
W komoérkach stymulowanych kalcytriolem przez 24 godziny ekspresja genu VDR wzrasta
20-krotnie (Ryc.29), natomiast po 48 godzinach wzrasta ponad 80-krotnie. Obserwowana
jest takze wysoka indukcja ekspresji genu Cyp24al (Ryc.30), $wiadczaca o obecnosci
aktywnego transkrypcyjnie biatka VDR. Po 24-godzinnej stymulacji kalcytriolem ekspresja
genu Cyp24al wzrasta 20 000-krotnie, a po 48-godzinnej stymulacji 300 000-krotnie.

4.6 Proba identyfikacji elementow regulatorowych wigzacych receptor
VDR w obrebie locus VDR z wykorzystaniem lucyferazowych testow

reporterowych oraz immunoprecypitacji chromatyny

4,6.1 Analiza in silico obszaru promotorowego genu VDR w celu identyfikacji
potencjalnych elementéw odpowiedzi na witamine D

Kolejny etap badan rozpoczeto od wytypowania potencjalnych elementow odpowiedzi
na witaming D odpowiedzialnych za mechanizm autoregulacji receptora witaminy D
w mysich komoérkach mieloidalnych. W tym celu przeprowadzono analiz¢ bioinformatyczna
z wykorzystaniem programow Jaspar oraz Lasagna. Wytypowano trzy potencjalne miejsca
wigzania receptora witaminy D, znajdujace si¢ w obrebie promotora genu VDR. Sekwencje
te zlokalizowane sg w nastepujacych odlegtoéciach od startu transkrypcji: VDREL -680
nukleotydow, VDRE2 -1560 nukleotydow, a VDRE3 -1689 nukleotydow (Ryc.31).
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BACCCTGGTC CTCTGGAAGR GCAGACAGIG

T T & TIGGGACCAG GAGACCTTICT CGICTGICAC
1101 CTITITAAIGG CCAAGCTATC TCTTIGCCCC TCICCICACA TGGIIGGIIT TICTAGACTIG TGATCCAATA GGIGAARATT ACTIGGGATT TTITITTIIIIT
GAABATTACC GGITCGATAG AGAARCGGGG AGAGGAGIGT CCACTTTTAL TGAARCCCTARL RLLLLLLLLL

1201  TGAGAGGCAG TGTGAARTGA TGGAGGTCAG TCATARAGRR AGCTGCARRR ATGCCAAGIT TTIAAGATGGG
ACTCICCGIC ACACTTITACT ACCTCCAGIC AGTATITCIT TCGACGTTIT TACGGITCAR ARTTCTACCC

1301 |GGGGGGCGGA GITTIIGCIG CICIGICIIG ABAGATIGAC CAGCTCACGG
CCCCCCGCCT CARRRRCGAC GAGACAGARC TTTCTARCTIG TACTTICCAAC TTATITIGIAZ GICGAGTIGCC
Apall
S
1401 CIGIGAAAAA GATTCCCAGT AAGGICAGTA TGGCTITATGT AGGIGCACAT CTTCCATICGC CICCIGCAGA GGCICACGGG IT IG
GACACTTITTIT CTAAGGGTICA TTCCAGTCAT ACCGAATACA TCCACGIGTA GAAGGTAGCG GAGGACGICT CCGAGTIGCCC CCCCCCCCRA CCCCCCCAAC
IGG GGGT GGGGATITCA ARATGCCCTIA AGGIGTIGGC TGITGAGACT CCCICCIGIG CITITCIICT TGAGAGAGTC AGCITICCCC

CCCCCCARACC CCCACCCCCC CCCCTARRGT TTTACGGGAT TCCACAACCG ACARCTICIGA GGGAGGACAC GARARGARGA ACTCICTICRAG TCGARAGGGH

1601 TGATIGTICTA GARAGTGATT CTITICATITA GAATABATGA TITCTITTIIT CATTTAGAAT ARRCACCAGC CTGGGAGGGC TCCCRRRRGE CCICITCCAT
ACTACRRGAT CTTITCACTAR GARRGTARAT CTTATTTACT RRRGARRRRR GTARATCITA TITGIGGICE GRCCCTICCCE AGGETITICC GGRGRRAGETR

1701 | TCATTCATTIG AGITTARACA CCATGIGICA CATGITITCT GARBACGITG RAGCCTITICCC AGAATGITTC CACTACCGIC TCTITARAGAG CICCTCACAG
AGTARGTARC TCRAARTTTGT GGTACACAGT GTACARRAGA CTTTTIGCAAC TTICGGAAGGG TCTTACARAG GIGATGGCAG AGARTTICIC GAGGAGIGIC
CIICCCCICA GACCCCACTG TCIGGAAGCT CTTICITCTA TTTAGCCICC GITGGITICT TGGGGACAGT CAGCAAGAGC TGGRAGGGGC AGTATIICIT
GRAGGGGAGT CTGGGETGAC AGACCTTCGA GARAGAAGAT RAATCGGAGE CAACCRAAGR ACCCCIGICE GICGITCICG ACCTITCCCCG TCATARAGARR
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CCACTCTARC ACCICIGIGT GAGGRATGAG AAGTGCACTA ACCGCCRGGC TGGGCTICTICA TCCTCCACTIG GTICCACGGCT TGGICIGIGC ABATCECTIGG
GGIGAGATTG TGGAGACACA CICCTITACTIC TICACGIGAT TGGCGGICCE ACCCGAGAGT AGGAGGIGAC CAGGTGCCGA ACCAGACACG TTTAGIGACC
2001 GITCICCACC TCCCIGICCC CACTGAGCCT CCTARACATT ATCITICCTA ACTACAGGAG GTICACCARCT GICCAGIGAC ATTGGGGGTIA TCIGIATICT
CARGAGGTIGE AGGGACAGGG GTGACICGGA GGATTIGTAR TAGARRGGAT TGATGICCIC CAGIGGTIGA CAGGTCACTIG TRACCCCCAT AGACATAAGA
AGAACACCCT TATGITTIATT TATGCATACA TCICCTACTC AARRRAGGGA CCCCTATAGA CIGCGGAGCA CGGAGCGIGT GAGTAGAGTA ATCITTATCC
TCTIGIGGGA ATACARATAR ATACGTATGT AGAGGATGAG TITTITCCCT GGGGATATCT GACGCCICGT GCCICGCACA CTCATCICAT TAGARATAGE
2201 BARTTTTTICT ACAATGAGTT CTCAGGAGCC ATGCACAGTT CCAGGICITG CTTCACACCA GGGICTCGGT GGCAAGGGAT
TTTARARAGA TGITACTCAR GAGTCCTCGG TACGIGICAR GGTCCAGAAC GARGTGTGGT CCCAGAGCCA CCGITCCCTA

2301 GATCIGGGAG GCAGAGACCT CAGAAGCTAC AGCAAGGCTIT GCTGGAATGA GATGCAATTA GCCAGGAACH TGCTCCGICG GIGTAGITAG CAGRAGARCG
CTAGACCCIC CGICTICIGGA GICTICGATG TCGTTCCGAR CGACCTTACT CTACGTTAAT CGGICCITGT ACGAGGCAGC CACATCAATC GICTICTIIGC

Pstl

)1 TCRGGTAGER GAGRGGACEC ARCTCCARCC TCCRATCTGE TITICTITGGE CTARTCCTAAR CCAGTAGAGT CCEECTGAGC GCCCTGCAGE AGRARCTCRC
AGTCCATCCT CICTCCIGCG TTGREGTTGE ABGGTITAGRCC ARRAGAACCC GRTTRGGATT GGTCATCTCR GGCCERCTCE CGGEACETCC TCTTIGAGIG
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CTGAGGTTCC CCATCCGGCG CGCECAGAGR ACGGCTCCCT GCRGCGCGCC GCEGECETCGE GGETCCCGGE TCAACTCAGE TACGGGTGAC ACACCTGEGE
GACTCCRRGG GGTAGGCCGC GCGCGTCTCT TGCCGAGGER CGICEGCECGE CECCCGCREC CCCRGGECCC AGTTGAGTCC ATGCCCACTG TGTGEACCCC

2601 |GAGGCGITTIA CARGCAGATIG GGTAGAACCA CGGCGGCAGE GETGGEIGGT GGCTACATCA CGGATCATCA CAGGCAGARR CGIGGATIIC CACACACGAC
CICCGCABAT GTCGICTAAC CCATCTIGGT GCCGCCEICC CCACCCACCA CCGATGTAGT GCCTAGTAGT GICCGICITT GCACCTARZC GIGIGIGCIG
ATCATCARAT ACTGITICCAC GGAAGGCAGA CGCCIGIGCT GCACIGIGGC TGGCGGICCT GGAGCCCCIC ACAAGGCAGG GCCICCARGG CGACAGIGCA
TAGTAGTTTA TGACAAGGIG CCTTICCGICTI GCGGACACGA CGIGACACCG ACCGCCAGGA CCICGGGGAG IGITCCGICC CGGAGGIICC GCIGICACGT
GTGETIGATT CCRRGTCRRG RRRGTTTCAG GGCTTCREGAG GACTGRRCTT AGTCGGGCGTE GTTGAGGGGC REGGCEGETCC GGEGGCGEEE CCTTECEEEE
CACCARCTRR GGTITCAGITC TITICARRGTC CCGRAGICTIC CIGACTIGAR TCACCCGCAC CRACTCCCCG TCCCGCCAGE CCCCCGCCCC GGRACGCCCC
GCGGGGCCAG GTGCIGAGCA GICICIGCTIT GICAAARRGC TGCTGCCGAG CCCTAAGCAC GGGRAGCGCC GAGCTGIGTG TCCACCGCCA GACCAGGIGC
CGCCCCGGETIC CACGACICGT CAGAGACGAR CAGTTTTICG ACGACGGCTIC GGGATICGTG CCCTICGCGE CICGACACAC AGGTGGCGGT CIGGICCACGE

3001

Rycina 31. Sekwencja nukleotydowa przedstawiajaca konstrukt III, obejmujacy wszystkie potencjalne VDRE. Kolorem
zielonym zaznaczono startery uzyte do klonowania badanej sekwencji, kolorem czerwonym potencjalne VDRE. Strzatka

i symbolem +1 oznaczono miejsce startu.

4.6.2 Immunoprecypitacja chromatyny

Ekspresja genoéw jest regulowana na poziomie transkrypcji poprzez oddziatywanie
czynnikow trans z sekwencjami cis-regulatorowymi, obecnymi w sekwencji DNA
W obrebie m.in. promotora minimalnego lub enhancera. Wynikiem oddziatywania
czynnikéw Cis itrans moze by¢ zaréwno aktywacja ekspresji lub represja docelowych
genéw. Wskutek tego dziatania moga powstawaé petle chromatynowe, dzieki ktorym
mozliwe jest wspotdziatanie oddalonych od siebie sekwencji cis-regulatorowych. W obrebie
sekwencji cis-regulatorowych znajdujg si¢ krotkie motywy nukleotydowe, tzw. sekwencje

konsensusowe, ktore rozpoznawane sg przez biatka regulatorowe.
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Znajac sekwencje konsensusowg dla biatka VDR [109], wiedzac, ze pelni ono funkcje
czynnika transkrypcyjnego i obserwujac zjawisko autoregulacji receptora witaminy D,
postanowiono z wykorzystaniem techniki immunoprecypitacji chromatyny zweryfikowac,
ktore z wytypowanych podczas analizy bioinformatycznej potencjalnych VDRE odpowiada
za zjawisko autoregulacji receptora witaminy D w mysich komorkach mieloidalnych.
Receptor witaminy D po zwigzaniu si¢ ze swoim ligandem w postaci hormonalnie aktywnej
formy witaminy D dziala jako czynnik transkrypcyjny. Docelowe geny sa rozpoznawane
poprzez sekwencje VDRE znajdujace si¢ obrebie sekwencji cis-regulatorowych.
Wytypowane podczas analizy bioinformatycznej potencjalne VDRE znajduja si¢ w obszarze
promotora proksymalnego — w miejscu, b¢dagcym miejscem wigzania polimerazy RNA II.
Ponadto badano takze enhancer S1, ktory znajduje si¢ w intronie migdzy 3. a 4. eksonem
mysiego genu VDR i odpowiada za zjawisko autoregulacji receptora witaminy D w mysich
osteoblastycznych liniach komdorkowych MC3T3-E1 oraz ST2 [26]. W toku eksperymentu
przeprowadzono prace, ktore miaty sprawdzié, czy i ktore z badanych VDRE odpowiada
za zaobserwowane zjawisko autoregulacji. Stosowano metode ChIP-PCR, w ktorej
zaprojektowano startery okalajace sekwencje VDRE znajdujace si¢ w obszarze promotora
proksymalnego (sekwencje VDREL, VDRE2, VDRE3 — w poprzednim kroku znajdowaty
si¢ odpowiednio w konstruktach II i III), startery okalajace sekwencj¢ VDRE w obrebie
enhancera S1, startery okalajace sekwencje VDRE w obrgbie promotora genu Cyp24al,
stanowigce kontrole pozytywng eksperymentu. Amplifikowano takze sekwencj¢ znajdujaca
si¢ w $cistym otoczeniu miejsca startu transkrypcji, ktora stanowita kontrole negatywna
eksperymentu, poniewaz analiza bioinformatyczng nie wykazata w jej obrebie potencjalnych
VDRE.

Badania przeprowadzono z wykorzystaniem linii komérkowej 32D niestymulowanej lub
traktowanej kalcytriolem. Profil oddziatywania VDR sprawdzano dla fragmentow
znajdujacych sie w odleglosci -404/-202, -14/+186 oraz +186/+357 od miejsca startu
transkrypcji genu VDR oraz w obrebie sekwencji promotora genu Cyp24al i bezposrednim
sgsiedztwie miejsca startu transkrypcji. W poczatkowym etapie eksperymentu
Z wykorzystaniem paraformaldehydu utrwalono wigzania biatko-DNA, dzigki czemu mozna
byto uchwyci¢ moment wigzania biatka VDR do sekwencji regulatorowej (VDR-VDRE).
Proces sieciowania zostat zatrzymany poprzez dodanie glicyny. Liza blony komorkowe;j

oraz dezintegracja blony jadrowej umozliwita uwolnienie zawartosci jadra komorkowego,
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w postaci kwasow nukleinowych ibialek. Z uzyciem sonikatora i generowanych

ultradzwigkdéw uzyskang chromatyne pofragmentowano na fragmenty mniejsze niz 1000 pz
(Ryc. 32).

marker 1 marker 2 préba

Rycina 32. Analiza elektroforetyczna dhugosci fragmentéw chromatyny otrzymanych w wyniku sonikacji. Na $ciezke
naniesiono 5 pl proby. Wickszo$¢é DNA zostata pofragmentowana na odcinki o dlugosci od 600 do 1000 pz. Marker 1:
Perfect Plus 1kb DNA Ladder, marker 2:Perfect 100-1000 bp DNA Ladder.

W kolejnym kroku przystapiono do immunoprecypitacji chromatyny z zastosowaniem
poliklonalnego przeciwciala anty-VDR (proba badana) i przeciwciat IgG (kontrola poziomu
niespecyficznych wigzan). Przed dodaniem przeciwcial do probki pobierano 5 pl DNA
poddanego sonikacji - stanowito ono tzw. ,,input DNA” (patrz Metody 3.2.46). Input DNA
stanowilo kontrole, dzigki ktorej mozliwe bylo poréwnanie otrzymanego wyniku do ilo$ci
materialu  genetycznego uzyskanego przed rozpocze¢ciem wilasciwej  procedury
z wykorzystaniem przeciwcial. Otrzymane kompleksy utworzone z DNA, biatek
I przeciwcial wyizolowano z uzyciem magnetycznych kulek optaszczonymi biatkami A/G,
ktore wykazuja wysokie powinowactwo do immunoglobulin. Przeprowadzono seri¢ ptukan,
trawienie proteinazg K oraz inkubacj¢ w temperaturze 62°C, dzigki czemu uzyskano roztwor

DNA, stanowigcy matryce do reakcji PCR. Podsumowujac, prawidtowo przeprowadzona
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procedura immunoprecypitacji chromatyny powinna umozliwi¢ utrwalenie oddziatywania
VDR-VDRE, a zastosowanie przeciwciata specyficznego wobec VDR powinno umozliwié¢
wzbogacenie puli otrzymanego w wyniku calej procedury DNA o fragmenty w obrebie
ktoérych doszto do wigzania VDR.

Zaobserwowano, ze w komorkach niestymulowanych kalcytriolem w obrebie sekwencji
enhancera S1 (Ryc. 33) i promotora genu Cyp24al nie dochodzi do oddziatywania
z biatkiem VDR. Po traktowaniu komoérek kalcytriolem nastgpuje znaczacy wzrost sygnatu
w analizowanych obszarach. Podobne wzmocnienie sygnalu otrzymano dla fragmentu
obejmujacego potencjalne VDRE2 i VDRE3, natomiast zaleznosci takich nie otrzymano dla
fragmentu promotorowego zawierajacego potencjalne VDRE nr 1. W probie stanowigcej
kontrolg negatywna (Ryc. 33, TSS) rowniez nie odnotowano wzrostu sygnatu.

Podjeto probe ujecia ilosciowego obserwowanych oddzialywan, wykorzystujac technike
Real-Time PCR. Proba ta zostata zakonczona niepowodzeniem — w toku reakcji nie udato
uzyska¢ si¢ produktow, mimo wielu prob optymalizacji reakcji. Najprawdopodobniej
niepowodzenie jest zwigzane z rodzajem stosowanej w reakcji Real-Time PCR polimerazy.

Wyniki immunoprecypitacji chromatyny silnie wskazuja, ze enhancer S1 oraz sekwencja
DNA obejmujaca VDRE2 i VDRE3 stanowig miejsca wigzania VDR. Jednak wspomniany
brak ilosciowego ujecia wynikéw powoduje, ze uzyskane wyniki nalezy traktowaé jako
wstepne. Stosowano podejscie celowane — na podstawie danych literaturowych oraz analizy
bioinformatycznej wytypowano potencjalne elementy odpowiedzialne za zjawisko
autoregulacji w mysich komorkach mieloidalnych. Z pewnoscia lepsze rozwigzanie stanowi
potaczenie reakcji immunoprecypitacji z sekwencjonowaniem nowej generacji (ang. Next
Generation Sequencing, NGS), poniewaz umozliwia identyfikacje miejsc wigzania
czynnikow transkrypcyjnych do DNA w obrebie catego genomu. Z powodu wysokich

kosztéw wspomnianej techniki stosowano tradycyjng metode ChIP-PCR.
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Rycina 33. Analiza ChIP-PCR z wykorzystaniem linii komorkowej 32D niestymulowanej (Sciezka 1. i 3.) lub traktowanej
kalcytriolem (Sciezka 2. i 4.). Uzyte przeciwciata i warunki hodowli: 1. przeciwciato anty-VDR warunki kontrolne,
2. przeciwciato anty-VDR stymulacja wit. D, 3. - przeciwciata IgG warunki kontrolne, 4. przeciwciata 1gG stymulacja wit.
D. Cyp24al — badang sekwencj¢ stanowil enhancer w obrgbie promotora genu Cyp24al — kontrola pozytywna
eksperymentu. Enhancer S1 - badana sekwencje stanowit enhancer S1 zlokalizowany w intronie miedzy 3. a 4. eksonem
genu VDR. VDRE23 - badang sekwencje stanowil fragment obejmujacy potencjalne VDRE2 i VDRE3. VDREL1 - badang
sekwencje stanowil fragment obejmujacy potencjalny VDREL. TSS - badang sekwencje stanowit fragment genu VDR
W obregbie miejsca startu transkrypcji, stanowiacy kontrolg negatywna eksperymentu.

4.6.3 Konstrukcja plazmidow zawierajacych potencjalne elementy odpowiedzi

na witamine¢ D

Proba rozszerzenia wynikdw uzyskanych w poprzednim kroku byly badania
przeprowadzone z wykorzystaniem testow reporterowych. W pierwszym etapie prac
przygotowano konstrukty zawierajace fragmenty promotora lub jego fragmenty

z potencjalnymi miejscami VDRE, ktore nastgpnie wprowadzono do komorek linii 32D.
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Wykorzystujac metod¢ PCR, przeprowadzono amplifikacj¢ promotora minimalnego genu
VDR, wyznaczonego na podstawie danych literaturowych [26] oraz fragmentow
promotorowych zawierajacych wytypowane podczas analizy bioinformatycznej potencjalne
miejsca wigzania receptora witaminy D. Matryce¢ stanowilo DNA genomowe wyizolowane
ze sztucznego chromosomu bakteryjnego, zawierajgcego petne locus VDR. Zamplifikowano
trzy fragmenty (Ryc. 34):

a) konstrukt | — obejmowat promotor minimalny o dtugosci 228 pz (zlokalizowany

migdzy nukleotydami -133 do +95 wzgledem miejsca startu transkrypcji mysiego

genu VDR);

b) konstrukt Il - obejmowat fragment o dtugosci 1018 pz (zlokalizowany migdzy

nukleotydami -923 do +95 wzglgdem miejsca startu transkrypcji), zawierajacy

promotor minimalny i pierwszy z wytypowanych potencjalnych elementow

odpowiedzi na witaming D VDREI,

c) konstrukt 111 - obejmowat fragment o dtugosci 1990 pz (zlokalizowany miedzy

nukleotydami -1895 do +95 wzglgdem miejsca startu transkrypcji), zawierajacy

promotor minimalny i wszystkie potencjalne elementy odpowiedzi na witaming D.

1a 1d-like 2 3 4 10
VDR

S1

PM

VDRE1

VDRE3 VDRE2 VDRE1

Rycina 34. Schemat przedstawiajacy umiejscowienie klonowanych fragmentow w obrebie mysiego locus VDR.
PM — promotor minimalny genu VDR, VDRE1,2,3 - fragmenty promotorowe zawierajace wytypowane podczas analizy
bioinformatycznej potencjalne miejsca wigzania receptora witaminy D. Na rézowo zaznaczono enhancer znajdujacy si¢

W intronie migdzy 3. a 4. eksonem, stanowiacy obiekt badawczy w dalszej czgsci pracy.

Stosowane startery oflankowane byly sekwencjami rozpoznawanymi przez enzymy

restrykcyjne Bglll i Xhol.
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Rycina 35. Elektroforeza zelowa przedstawiajaca sklonowane konstrukty I, IT, III. Sciezka 1: standard masy, $ciezka 2:
konstrukt I (228 pz), $ciezka 3: kontrola negatywna, $ciezka 4: konstrukt II (1018 pz), $ciezka 5: kontrola negatywna,
Sciezka 6: konstrukt 111 (1990 pz), $ciezka 7: kontrola negatywna.

Otrzymane produkty reakcji PCR rozdzielono podczas elektroforezy (Ryc.35), nastepnie
wycieto z zelu 1 oczyszczono. Z uzyciem enzymoéw Bglll 1 Xhol przeprowadzono trawienie
restrykcyjne uzyskanych konstruktow oraz plazmidu pNL1.2. Wektor ten nie zawiera
promotora, koduje natomiast lucyferaz¢ NanoLuc® 1 stluzy do pomiaru aktywnosci
sekwencji promotorowych oraz sekwencji wzmacniajacych. Produkty reakcji oczyszczono,
po czym przeprowadzono reakcje ligacji. Uzyskanymi wektorami (Ryc. 36) transformowano
chemikompetentne bakterie E.coli HST08. W celu weryfikacji poprawno$ci wynikow
procesu klonowania przeprowadzono reakcje PCR na koloniach bakteryjnych. Poprawnos¢
sekwencji insertu zostata potwierdzona w reakcji sekwencjonowania. Na potrzeby dalszych
eksperymentow wszystkie konstrukty uzyskano na drodze izolacji DNA plazmidowego
z hodowli bakteryjnej.

113



o)
: Porl:
) =~ g// (4 )
\ A

Ny ~ Xhol
W |

< konstrukt
pNL1.2 [NlucP] E \ 1/u/m
wektor z
ori “
Bglll
\Q’@‘.&% \ )
\\fy ?
/ (9
N\ “}v\)/

Rycina 36. Schemat wektora pNL1.2 [NlucP] z wklonowanymi wstawkami. Konstrukt I zawieral promotor minimalny,
konstrukt I zawieral promotor minimalny i potencjalne VDRE]1, konstrukt III zawierat promotor minimalny i potencjalne
VDREL, VDRE2, VDRES.

4.6.4 Konstrukcja plazmidow zawierajacych sekwencje enhancera S1

W toku badan przygotowano takze konstrukty zawierajace dodatkowo sekwencje enhancera
S1 zlokalizowang przed odpowiednim fragmentem promotorowym (konstrukt I, 11, I11).
Sekwencja DNA obejmujaca enhancer S1 liczyta 707 pz (zlokalizowana jest miedzy
nukleotydami +36882 do +36175 wzgledem miejsca startu transkrypcji), ktora zostala
wklonowana metodg SLIC do plazmidéw uzyskanych w poprzednim kroku (Ryc.37).
Dziatania te mialy na celu sprawdzenie czy regulacja transkrypcji genu VDR w mysich
mieloidalnych komoérkach jest zalezna od elementow regulatorowych zlokalizowanych
wylacznie w regionie promotorowym, czy w regulacje te¢ zaangazowane sg takze dystalne
elementy. Ponadto potencjalne rezultaty badan przeprowadzonych z wykorzystaniem testow
lucyferazowych moglyby stanowi¢ potwierdzenie wynikow uzyskanych podczas

eksperymentow z wykorzystaniem immunoprecypitacji chromatyny.
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Rycina 37. Schemat wektora pNL1.2 [NlucP] z wklonowanymi wstawkami. Konstrukt IV zawierat enhancer S1 i promotor
minimalny, konstrukt V zawieral promotor minimalny i potencjalne VDREI, konstrukt VI zawierat enhancer S1 i promotor

minimalny i potencjalne VDRE1, VDRE2, VDRE3.

4.6.5 Elektroporacja komoérek 32D i test lucyferazowy

W  celu weryfikacji aktywnosci promotorowej wytypowanych podczas analizy
bioinformatycznej sekwencji DNA przeprowadzono pomiar luminometryczny. Komorki
linii 32D stymulowano lub nie kalcytriolem i wprowadzono do nich uzyskane konstrukty
reporterowe. Probe badang stanowily wektory zawierajagce promotor minimalny
i potencjalne VDRE (konstrukt I, II, II) oraz wektory, w ktorych przed badanymi
fragmentami promotorowymi znajdowata si¢ sekwencja enhancera S1 (konstrukty IV, V,
VI). Wektor pGL4.53 [luc2/PGK], posiadajacy gen lucyferazy pod promotorem kinazy
fosfoglicerynianowej stanowit kontrole pozytywng. Pusty wektor pNL 1.2 [NlucP]
pozbawiony sekwencji promotorowej stanowit kontrole negatywng eksperymentu. Wektory
stanowigce wlasciwg probe badang byly kontransfekowane wraz z plazmidem pRL-TK,
zawierajacym gen lucyferazy z Renilla reniformis. Wektor ten stanowitl kontrole
wewnetrzng, umozliwiajacg uniezaleznienie otrzymanych wynikoéw eksperymentow
od réznic w wydajnosci transfekcji komorek. Podczas badan mierzono aktywnosé
transkrypcyjna badanych sekwencji DNA, ktore aktywowaty ekspresje genu kodujacego
lucyferazg. Wyniki bioluminescencji lucyferazy NanoLuc normalizowano wzgledem
wynikow otrzymanych dla lucyferazy z Renilla reniformis. Aktywnos$¢ promotorowa

mierzona jako pochodna $redniego poziomu wzbudzenia luminescencji zostala obliczona
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wzgledem luminescencji wektora pNL1.2, ktory nie zawieral insertu. Pomiaréw dokonano
po 24-godzinnej stymulacji komoérek 1a,25-dihydroksywitaming Ds W stezeniu 108 M
Z dodatkiem interleukiny 3 w stezeniu 0,5 ng/ml. Analiz¢ wykonano w trzech niezaleznych
powtdrzeniach, a przedstawione na wykresach wartosci (Ryc.38) odpowiadaja $rednim
poziom wzbudzenia luminescencji prob badanych. Otrzymane wyniki wykazuja brak
aktywno$ci promotorowej badanych konstruktow. O poprawnosci przeprowadzonych

eksperymentoéw $wiadczg wartosci uzyskane dla kontroli pozytywnej eksperymentow.
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Rycina 38. Analiza wynikow testu lucyferazowego przeprowadzonego na linii 32D. (-) —warunki kontrolne, (+) —
stymulacja kalcytriolem. Przedstawiono usrednione wyniki z trzech niezaleznych eksperymentéw i stanowig $rednig
warto$¢ wraz z bledem standardowym $redniej (SEM). Nie uzyskano wynikéw istotnych statystycznie pomiedzy

konstruktami stanowiacymi probg badang (konstrukty I-VI). Wektor pGL4.53 stanowit kontrolg pozytywna eksperymentu,
wektor pNL1.2 kontrole negatywna.

Pomimo wielu prob nie udato uzyska¢ si¢ wynikdw ani podczas eksperymentow
z zastosowaniem  wektorow  zawierajacych  wyltacznie  fragmenty  promotorowe

Z wytypowanymi potencjalnymi VDRE ani z wektorami z dodatkowa sekwencja enhancera
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S1. Wielokrotnie probowano zmodyfikowaé parametry elektroporacji dla badanej linii
komorkowej, lecz nie wptywato to na wyniki eksperymentu. Rowniez optymalizacja
warunkéw hodowli komoérek linii 32D poprzez modyfikacje stezenia la,25-
dihydroksywitaminy D3 oraz interleukiny 3 nie przyniosly pozytywnych rezultatow.
Postanowiono zmieni¢ lini¢ komorkowa na lini¢ NIH3T3, ktora réwniez wykazuje ekspresje
genu VDR, jednakze w porownaniu do linii 32D charakteryzuje si¢ znaczaco wyzsza
wydajnoscig transfekcji. Rowniez ta zmiana nie przyczynila si¢ do zaobserwowania
aktywnosci promotorowej badanych konstruktow. Promotory pozbawione kasety TATA,
do ktorych nalezy promotor genu VDR, moga nie wykazywaé aktywno$ci podczas

transfekcji przej$ciowej, co zostanie omowione w rozdziale nr 5 — Dyskusja.
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5 Dyskusja

Z racji trudnosci z uzyskaniem niektorych rodzajow ludzkich komorek do badan
naukowych czesto stosuje si¢ organizmy modelowe. Podstawg takich dziatan jest koncepcja
jednosci w biologii, ktora zostala ujeta w aforyzmie J. Monoda i F. Jacoba — ,,wszystko,
co jest prawda w odniesieniu do E.coli, musi by¢ réwniez prawdziwe w odniesieniu
do stoni” [110]. Trzeba jednak mie¢ na uwadze, iz organizmy zywe charakteryzujg si¢
réznorodnos$cig i zatozenie, ze modele badawcze w postaci gryzoni beda wiarygodnymi
modelami dla zagadnien zwiazanych z biologia cztowieka moze w niektorych przypadkach
by¢ mylne [111]. Sztuka wyboru wlasciwego organizmu modelowego polega na analizie
wiasciwosci danego organizmu modelowego 1 poréwnaniu ich z docelowym obiektem
badan, co jest szczegolnie istotne w kontekscie badan biomedycznych [112]. W badaniach
dotyczacych tworzenia nowych lekow trudno znalez¢ lepszy model badawczy niz myszy,
ktérych hodowla laboratoryjna jest tatwa i nie wymaga duzych nakladéow finansowych.
Ponadto techniki zwigzane z manipulacjami genetycznymi na myszach sg stosunkowo
proste i dostepne komercyjnie. Uwaza si¢, ze ze wzgledu na przynalezno$¢ do tej samej
gromady jaka sg ssaki, myszy 1 ludzie wykazuja homologi¢ pod wzgledem podobienstwa
genomu, anatomii i fizjologii [113]. Trzeba jednak mie¢ na wzgledzie, ze gatunki
te przystosowaty si¢ w procesie ewolucji do zycia w odmiennych $rodowiskach [111].
Poza ewidentng roznica jaka stanowi wielko$¢ ciala, myszy charakteryzuja si¢ znacznie
wyzszym tempem metabolizmu, ich dieta opiera si¢ na zbozach, prowadza nocny tryb zycia,
a ciato jest pokryte futrem [113]. Linie rozwojowe gryzoni i naczelnych rozdzielity si¢ okoto
85 milionow lat temu [114] i od tego czasu ewoluowaly niezaleznie, przystosowujac si¢
do zycia w odmiennych warunkach. Co wazne, rdznice te wzmocnil rowniez proces
tworzenia i rozmnazania nowych szczepéw myszy na potrzeby prac naukowych [115].
Podczas ewolucji organizméw eukariotycznych wystapity trzy rundy duplikacji genomu,
a po drugiej z nich wyodrebnita si¢ §ciezka ewolucyjna wspdlna dla ludzi oraz myszy.
Jednak pomimo wspolnej ewolucji ludzkich i mysich genow VDR ich budowa jest
zroznicowana [113]. Roznice migdzy gatunkami sg szczegdlnie wyraznie w badaniach

przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy. Zwigzane sg z odmiennym mechanizmem
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regulacji receptora witaminy D oraz réznym poziomem ekspresji VDR 1 jego genow
docelowych. U ludzi gen VDR moze by¢ aktywowany zarowno na $ciezce zwigzanej
z retinoidami, jak i kalcytriolem [71], natomiast u myszy retinoidy i ich receptory jadrowe
nie sg zaangazowane w ten proces. Znaczaco wyzszy poziom ekspresji genéw VDR
i Cyp24al w komorkach stymulowanych kalcytriolem obserwowano w przypadku myszy,
co zostanie doktadniej oméwione w dalszej czgsci rozdziatu. Myszy czgsto odpowiadajg
na eksperymentalne ingerencje w sposob znaczaco odmienny niz ludzie, a temat ten jest
podejmowany w literaturze przedmiotu od wielu lat. Dotyczy to zwlaszcza wykorzystania
myszy do badan nad ludzkimi chorobami, w przeciwienstwie do badan zwigzanych
z biologicznymi procesami wspdolnymi dla gryzoni oraz naczelnych [111]. Przyktadowo
terapia z wykorzystaniem leku przeciwnowotworowego jakim jest endostatyna jest
skuteczna w przypadku myszy, wykazuje jednak ograniczong skutecznos¢ u ludzi [116].
Stwierdzono takze, ze wiele substancji o dziataniu rakotworczym u myszy, nie wywotuje
takiego dziatania u ludzi i odwrotnie [117]. Znaczaca czg¢$¢ lekow przeciwnowotworowych,
ktore zostaty zaklasyfikowane do etapu badan klinicznych, nigdy nie trafito na rynek. Jedng
z przyczyn trudnosci dotyczacych nowych strategii opracowania lekoOw sg ograniczenia
modeli zwierzecych [118]. Szczepy mysie, ktore zostaly opracowane, aby stanowi¢ model
ludzkich chordb genetycznych, charakteryzuja si¢ odmiennym fenotypem w stosunku
do cztowieka [119]. Pewne analogiczne szlaki mogg obejmowac t¢ samg ilo$¢ gendw
zaangazowanych w dany proces biologiczny, lecz sposob regulacji ekspresji tych genow
oraz zalezno$¢ migdzy genotypem a fenotypem moga by¢ zrdéznicowane migdzy
omawianymi gatunkami [120] [121]. Zr6znicowana architektura tych szlakow i odmienne
zaleznos$ci miedzy genotypem a fenotypem w kontekScie mysiego i ludzkiego modelu
badawczego beda takze prawdopodobnie skutkowaé roznicami w relacjach miedzy
genotypem a jednostka chorobowa, co sprawia, ze myszy stanowig problematyczny model
badawczy do studium ludzkich choréb [111].

Jednym z najwiekszych wyzwan wspotczesnej nauki jest opracowanie skutecznych
terapii przeciwnowotworowych, ktoére na wczesnych etapach ich tworzenia testowane
sa na liniach komoérkowych i modelach zwierzecych. Wérdd stosowanych metod szerokie
zastosowanie znalazty leki cytostatyczne, jednak dzigki badaniom nad biologia nowotworow
wyznaczane sg nowe S$ciezki walki z nowotworami. Sygnalizacja VDR jest zwigzana
z indukcja réznicowania i zatrzymania wzrostu komorek, dlatego stosowanie analogow
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witaminy D stanowi atrakcyjng alternatywe dla lekow cytostatycznych w konteksScie
leczenia ostrej bialaczki szpikowej. Dziatanie przeciwnowotworowe witaminy D zwigzane
jest z aktywacja roznicowania komorek nowotworowych. Istota badan przedstawionych
W niniejszej pracy byto zidentyfikowanie mechanizmow regulacyjnych charakterystycznych
dla prawidlowych komorek hematopoetycznych. Umozliwia to analize poréwnawczg
z danymi literaturowymi dla komorek nowotworowych i ustalenie, ktore z obserwowanych
zjawisk stanowig fizjologiczng normg, a ktore §wiadcza o wkroczeniu komorek na $ciezke
nowotworzenia. Istotny aspekt stanowi kliniczne znaczenie poziomu ekspresji genu VDR
W patogenezie AML, poniewaz wykazano istnienie korelacji migdzy poziomem ekspresji
genu VDR i wskaznikiem catkowitego przezycia. Pacjenci z wysokim poziomem ekspresji
VDR mieli wyzszy wskaznik catkowitego przezycia w poroOwnaniu z pacjentami z nizsza
ekspresja VDR. Informacja ta moze zosta¢ wykorzystana do analizy rokowania pacjentow,
W szczegolnosci w podtypie biataczki AML4-5 [122]. O tym, jak istotng rol¢ petni witamina
D s$wiadcza obserwacje kliniczne, z ktorych wynika, ze biorcy HSC, u ktoérych wystepuje
niedobér tej witaminy, maja gorsze wyniki przeszczepu w poroOwnaniu do 0séb
z prawidlowym poziomem witaminy D — obserwuje si¢ m.in. wystepowanie choroby
przeszczep przeciwko gospodarzowi [123].

Receptor witaminy D moze peti¢ znaczaca role w procesie ksztattowania komoérek
krwi, poniewaz ulega w nich ekspresji, a jego istotnos¢ dla hematopoetycznych komorek
podkreslaja wyniki uzyskane w badaniach dotyczacych nowotworéw hematologicznych
[124]. Projekt badawczy obejmowat model mysi i ludzki, przy czym pierwszy z nich jest
wlasciwym obiektem niniejszej pracy. Pierwsze z przeprowadzonych eksperymentow
umozliwity identyfikacj¢ promotora, wariantu transkrypcyjnego oraz punktéw startu
transkrypcji genu VDR, wystepujacych podczas hematopoezy. Zaobserwowano,
ze W mysich komorkach krwi ekspresja genu VDR jest regulowana w wyniku aktywnos$ci
pojedynczego promotora. Odnotowano obecno$¢ jednego wariantu transkrypcyjnego oraz
kilku miejsc startu transkrypcji, ktore zlokalizowane sa w obrgbie 45-nukleotydowego
regionu. Wystepowanie wielu miejsc startu transkrypcji jest cecha charakterystyczng
promotoréw nieposiadajacych kasete TATA, do ktorych nalezy promotor genu VDR [106].
Nie zaobserwowano ponadto preferencji tkankowych w odniesieniu do miejsca startu
transkrypcji. Otrzymane wyniki kontrastuja ze ztozona regulacja transkrypcji genu VDR
w komorkach ludzkich, gdzie obserwuje si¢ obecno$¢ kilku specyficznych tkankowo
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promotoréw [65]. W Kkolejnych badaniach sprawdzono poziom ekspresji poznanego
wariantu transkrypcyjnego genu VDR w mysich narzgdach zwigzanych z procesem
dojrzewania komorek krwi (szpik kostny, grasica, Sledziona). Narzad referencyjny stanowita
nerka, ktéra charakteryzuje si¢ wysokim poziomem ekspresji badanego genu [65].
Otrzymane wyniki wskazaly, iz najnizsza ekspresja VDR zachodzi w dojrzatych
limfocytach T i B, natomiast w komorkach wyizolowanych ze §ledziony, grasicy i szpiku
kostnego poziom ten byt stosunkowo wyzszy. Jedyna grupa komorek, ktora wykazywata
poziom ekspresji VDR zblizony do poziomu obserwowanego w nerce byly
hematopoetyczne komorki macierzyste iprogenitorowe. I wilasnie w tych komorkach
dostrzezono zjawisko autoregulacji receptora witaminy D, co wcze$niej obserwowane byto
tylko w mysich osteoblastach [26]. Analiza wynikéw dla genu Cyp24al potwierdzita
obecno$¢ funkcjonalnego biatka VDR w badanych tkankach. Rozwinigciem powyzszych
badan bylo sprawdzenie poziomu ekspresji genu VDR w poszczegdlnych populacjach
mysich hematopoetycznych komorek macierzystych 1 progenitorowych. Wsrod
analizowanych populacji komorek hematopoetycznych najwyzsza ekspresja genu VDR
indukowang obecnoscig kalcytriolu charakteryzowata si¢ populacja CMP, natomiast
najnizszg indukcje ekspresji genu VDR obserwowano w populacji CLP. Dane te pokrywaja
si¢ z wynikami uzyskanymi w poprzednim eksperymencie, gdzie najnizszy poziom ekspresji
badanego genu zaobserwowano w dojrzatych limfocytach T i B, a stosunkowo wyzszy
w granulocytach. Zjawisko autoregulacji VDR byto dobrze widoczne w populacjach
komorkowych CMP, MEP, GMP oraz HSC. Analiza poziomu ekspresji genu Cyp24al
potwierdzita obecno$¢ aktywnego transkrypcyjnie VDR we wszystkich populacjach
hematopoetycznych komodrek macierzystych i progenitorowych. Szczegélnie wysokim
wzglednym poziomem ekspresji tego genu charakteryzowaty si¢ populacje MEP i HSC,
co moze $wiadczy¢ o tym, iz sygnalizacja VDR jest istotna nie tylko w biataczkowych
komorkach macierzystych, lecz takze w prawidlowych hematopoetycznych komorkach
macierzystych i progenitorowych [122]. W analogicznych badaniach z wykorzystaniem
ludzkiej krwi pepowinowej nie zaobserwowano tak wysokich pozioméw ekspresji genow
VDR i Cyp24al. W mysich hematopoetycznych komorkach macierzystych stymulowanych
kalcytriolem obserwuje si¢ okoto 10-krotny wzrost poziomu ekspresji genu VDR, natomiast
w komorkach ludzkich niespetna dwukrotny wzrost ekspresji. W mysiej populacji komorek
CMP obserwuje si¢ niemal 30-krotny wzrost ekspresji VDR po stymulacji kalcytriolem,
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a w komorkach ludzkich tylko 4-krotny wzrost ekspresji [124]. Jeszcze wigksze rdznice
wystepujg podczas analizy poziomu ekspresji genu Cyp24al u obu gatunkéw — W mysich
hematopoetycznych komorkach macierzystych i progenitorowych obserwujemy niemal
milion-krotny wzrost ekspresji badanego genu w komorkach stymulowanych kalcytriolem,
a w ludzkich odpowiednikach tylko okoto 5-krotny wzrost ekspresji [124]. Przeprowadzono
takze badania, ktore mialy umozliwi¢ znalezienie odpowiedzi na pytanie, ktore
oddziatywania stanowig wtasciwy mechanizm odpowiedzialny za regulacj¢ ekspresji genu
VDR w mysich HSPC — autoregulacja VDR czy regulacja na szlaku zwigzanym z RAR.
Analiza ekspresji genu Cyp26al potwierdzita obecnos¢ aktywnego transkrypcyjnie RAR
w badanych populacjach komorkowych, jednakze analiza poziomu ekspresji genu VDR
pod wpltywem stymulacji ATRA wskazuje, iz RAR nie odpowiada za regulacje ekspresji
VDR w mysich hematopoetycznych komodrkach macierzystych i1 progenitorowych.
W ludzkich komorkach aktywacja $ciezki VDR moze by¢ zalezna zaréwno od stymulacji
komorek kalcytriolem, jak i ATRA, a ponadto jest to zwigzane z poziomem biatka VDR
w komoérce. VDR aktywowany przez RAR, moze by¢ dalej aktywowany na $ciezce
zwigzanej ze stymulacja komorek kalcytriolem [125] — receptory wspotdziatajg ze soba.
W przypadku myszy zaobserwowano przeciwng tendencje — komorki stymulowane
kalcytriolem i ATRA wykazywaty nizszy poziom ekspresji VDR w stosunku do komorek
stymulowanych wylgcznie kalcytriolem (Ryc.22). W przedstawionych badaniach
przeprowadzonych na mysich komoérkach hematopoetycznych wiodagcym szlakiem regulacji
receptora witaminy D jest autoregulacja, natomiast w ludzkich komoérkach regulacja ta jest
zalezna od ATRA (Ryc.39). W ludzkich hematopoetycznych komoérkach macierzystych
I progenitorowych ATRA odpowiada za zwigkszenie ekspresji genu VDR, natomiast
w mysich HSPC za zjawisko to jest odpowiedzialny kalcytriol [65].
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Rycina 39. Regulacja ekspresji genu VDR u myszy i cztowieka. Opracowanie wiasne na podstawie [65].

Wyniki uzyskane w poprzednich krokach wskazaty réznice w poziomie ekspresji
genu VDR pomiedzy réznymi tkankami. Przeprowadzono eksperymenty, ktére miaty
zweryfikowac hipoteze postulujaca, iz za obserwowane rdznice w poziomie ekspresji
badanego genu odpowiada metylacja wysp CpG zidentyfikowanych w obrgbie mysiego
promotora genu VDR. Epigenetyczne wyciszenie promotora genu VDR zademonstrowano
m.in. w ludzkim tozysku oraz guzach piersi. Nie bez znaczenia pozostaje fakt,
1z modyfikacje epigenetyczne sg istotne podczas prawidlowej hematopoezy, warunkujac
m.in. prawidlowy przebieg erytropoezy [126]. Wyniki uzyskane z prob pochodzacych
z komorek krwi (granulocytéw wyizolowanych ze szpiku kostnego, limfocytéw T 1 B
wyizolowanych ze Sledziony oraz tymocytow CD4+ iCD8+) wykazaly brak
charakterystycznego wzoru metylacji promotora mysiego genu VDR. Roéwnolegle
prowadzone badania na komorkach wyizolowanych z ludzkiej krwi pepowinowe;j
dostarczyly zbieznych rezultatow. W pracach z wykorzystaniem ludzkiego modelu
badawczego zastosowano dodatkowo s$rodki hipometylujace. Nie zaobserwowano zmian
w ekspresji roznych transkryptow VDR, jednakze dostrzezono, ze $rodki te zwigkszaja
catkowitg ekspresj¢ genu VDR i jego genu docelowego Cyp24al [124]. Rzeczone rezultaty
wskazuja, Ze metylacja regionu promotorowego genu VDR nie stanowi gltoéwnego
mechanizmu regulacyjnego w przypadku prawidtowych mysich komoérek krwi. W ludzkich
komorkach hematopoetycznych mechanizmy epigenetyczne tylko czesciowo reguluja

ekspresje badanego genu. Badania przedstawione w niniejszej pracy prowadzono
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Z wykorzystaniem prawidtowych komoérek hematopoetycznych, natomiast znaczaca role
metylacji promotora genu VDR obserwuje si¢ w komorkach biataczkowych, zwlaszcza
w biataczkowych komoérkach macierzystych. W literaturze przedmiotu mozna odnalez¢
wyniki prac odnoszacych si¢ do jednoczesnego zastosowania srodkoéw hipometylujacych
W potaczeniu z analogami witaminy D, w kontekscie terapii ostrej biataczki szpikowe;.
Wykazano, iz wuzycie takiej kombinacji farmaceutykow wykazuje addytywne
I synergistyczne dziatanie w kierunku rdéznicowania oraz zatrzymania Wwzrostu
biataczkowych komoérek macierzystych (ang. Leukemia Stem Cells, LSC) [122]. Metylacja
DNA jest istotnym mechanizmem w patogenezie AML, aw obr¢bie réznych podtypow
AML mozna wyrdzni¢ specyficzne sygnatury epigenetyczne [127], ktore moga stanowic cel
terapeutyczny [128]. Metylacja promotora genu VDR zmniejsza poziom jego ekspresji
w komorkach ostrej biataczki szpikowej. Ogranicza to zastosowanie analogéw witaminy D
w celu inicjacji procesu roznicowania mieloidalnego komorek AML [122]. Epigenetyczna
regulacja ekspresji genu VDR jest zwigzana takze ze zmniejszeniem puli biataczkowych
komorek macierzystych. W badaniach z zastosowaniem mysich modeli AML wykazano,
ze skojarzenie agonistOw receptora witaminy D ze S$rodkami o wilasciwos$ciach
hipometylujacych jest czynnikiem sprzyjajacym wyczerpaniu puli LSC. Zapobiega
to progresji choroby oraz rozprzestrzenianiu si¢ komorek nowotworowych. Mozna zatem
uznac¢, iz VDR pelni funkcje regulatora homeostazy bialaczkowych komorek macierzystych
[122]. W przeciwienstwie do komorek ostrej biataczki szpikowej w prawidtowych
komorkach hematopoetycznych promotor VDR jest stabo zmetylowany 1 jest to istotna cecha
odrdzniajaca te dwa rodzaje komorek.

Wiodacym tematem niniejszej rozprawy okazala si¢ nowo odkryta autoregulacja
receptora witaminy D w mysich komorkach hematopoetycznych. Ze wzgledu
na ograniczong liczebnos¢ HSPC kolejne badania, majace na celu poznanie mechanizméw
odpowiedzialnych za regulacj¢ ekspresji genu VDR w komorkach krwi, prowadzono na linii
komorkowej 32D, wywodzacej si¢ ze szpiku kostnego. Linia ta stanowi dobry model
do badania mechanizméw molekularnych zwigzanych z procesem r6znicowania
krwiotworczego, poniewaz komorki te roznicuja w obecnos$ci roéznych sygnatow
fizjologicznych w populacje komorek zaleznych od Epo, GM-CSF lub G-CSF, co umozliwia
nasladowanie S$ciezki rozwojowej komoérek krwi [129]. W pierwszym etapie prac
potwierdzono wystepowanie zjawiska autoregulacji VDR w linii komoérkowej 32D.
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W dalszych cze$ciach pracy przeprowadzono probe identyfikacji  elementoéw
regulatorowych w obrebie locus VDR z wykorzystaniem dwoch metod -
Immunoprecypitacji chromatyny oraz testow reporterowych, przy czym druga z nich okazata
si¢ nieskuteczna. Podczas badan zuzyciem testow lucyferazowych przygotowano
konstrukty zawierajgce promotor minimalny genu VDR oraz fragmenty promotorowe,
W obrebie ktorych znajdowaly wytypowane potencjalne VDRE. Przygotowano takze
konstrukty zawierajagce dodatkowo sekwencje enhancera S1 przed badang sekwencja
promotorowa. Dziatania te mialy na celu rozszerzenie wynikow uzyskanych podczas
immunoprecypitacji chromatyny, ktore zostang oméwione w dalszej czesci. Analiza
aktywnosci promotorowej badanych sekwencji wykonana byta z wykorzystaniem pomiaru
luminometrycznego. Konstrukty wprowadzono do stymulowanych kalcytriolem lub
niestymulowanych komorek linii 32D metoda elektroporacji. Mimo dlugotrwalej proby
optymalizacji warunkéw metody, a takze zmiany linii komdrkowej nie udato uzyskac sig¢
wynikow, ktore umozliwilyby analiz¢ aktywno$ci promotorowej badanych sekwenciji.
Prawdopodobnie zwigzane jest to z faktem, iz promotory pozbawione kasety TATA,
do ktorych nalezy promotor genu VDR, mogg nie wykazywaé aktywnos$ci podczas
transfekcji przejsciowej. Doswiadczenia innych zespotow badawczych pokazuja,
ze wykorzystanie sztucznych plazmidow niesie ze sobg pewne ograniczenia; kontekst,
w ktorym analizowane sekwencje regulatorowe sg umieszczane w wektorach moze silnie
wptywaé na ich zdolnosci regulacyjne. Moze by¢ to zwigzane z orientacja w stosunku
do dalszych fragmentéw promotorowych lub wplywem obecnosci lub braku obecnosci
transaktywatorow i represorow, ktore wiaza si¢ z badanymi regionami regulatorowymi.
Istotna moze by¢ takze konfiguracja nici DNA, zwigzana z cechami stosowanego plazmidu
— prawdopodobnie nie bedzie ona identyczna z tg wystepujaca w natywnej chromatynie
[130]. Ponadto istniejg doniesienia literaturowe wskazujace, ze mimo potwierdzenia
wystgpowania miejsca wigzania VDR w obrgbie danego regionu w natywnej chromatynie
mogg wystgpi¢ problemy z oceng zdolnosci transkrypcyjnej tych regionéw w sztucznych
plazmidach reporterowych z powodu dodatkowych, jeszcze nieokreslonych czynnikoéw [26].
By¢ moze stosowanie kotransfekcji z wektorem ekspresyjnym kodujacym VDR
umozliwiloby uzyskanie wynikoéw, jednak nie zostalo to stosowane, aby nie zaburzy¢
naturalnych mechanizméw regulacyjnych. Taka metode stosowano jednak w pracach
prowadzonych przez Zella i wsp., majagcych na celu scharakteryzowanie wlasciwosci
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transkrypcyjnych regionéw regulatorowych w obrebie locus VDR w osteoblastach. Linia
komorkowa transfekowana byla wektorami zawierajgcymi wiasciwe konstrukty oraz
wektorem ekspresyjnym pcDNA-hVDR. Zastanawiajace byto uzycie ludzkiej sekwencji
VDR w badaniach dotyczacych elementow regulatorowych w obrebie mysiego locus VDR
[26]. W niniejszej pracy sceptycznie podchodzono do takiego rozwigzania (mimo jego
skutecznosci), obawiajgc si¢ ingerencji w naturalnie wystepujace mechanizmy regulacyjne
I mozliwo$¢ otrzymania wynikow, ktore mogltyby okazac si¢ artefaktami.

Metoda, ktora umozliwita probe charakteryzacji sekwencji regulatorowej
odpowiadajacej za autoregulacje VDR w mysich komorkach krwi byta immunoprecypitacja
chromatyny. Technika ta moze stanowi¢ alternatywe dla badan z wykorzystaniem testow
lucyferazowych, gdy zmiana modelu badawczego nie przynosi rezultatu i nie jest mozliwe
uzyskanie wynikow podczas przejSciowej transfekcji. Alternatywe moze stanowic takze
stabilna transfekcja linii komoérkowej, podczas ktorej wprowadzony zostatby sztuczny
chromosom bakteryjny zawierajacy pelne locus mysiego genu VDR. Jednakze uzyskanie
takiego sztucznego chromosomu bakteryjnego i jego stabilna transfekcja do linii
komorkowej jest procesem trudnym i dlugotrwatym. Nalezy pamigta¢ o tym, ze istnieja
doniesienia literaturowe §wiadczace o tym, iz mimo braku obserwowania funkcjonalnej
aktywnosci sekwencji regulatorowych, moga one stanowi¢ miejsce wigzania VDR [26].
Eksperyment z uzyciem immunoprecypitacji chromatyny zostat zaplanowany w taki sposob,
aby mozliwe byto rozpoznanie sygnalu §wiadczacego o zwigzaniu si¢ VDR z sekwencja
enhancera S1 lub z wytypowanymi z wykorzystaniem analizy bioinformatycznych
potencjalnych VDRE. Sekwencja VDRE znajdujaca si¢ w obrebie promotora genu Cyp24a
stanowita kontrole pozytywnag eksperymentu. Podczas przeprowadzania doswiadczen
stosowano takze kontrolg negatywng w postaci sekwencji znajdujacej si¢ w obrgbie startu
transkrypcji genu VDR. Analiza bioinformatyczna oraz dane literaturowe zaswiadczaja,
iZ W obrebie tej sekwencji nie wystepuja miejsca wigzania receptora VDR. Eksperyment
zostal przeprowadzony w warunkach kontrolnych oraz w warunkach, w ktérych komorki
linii 32D byty stymulowane kalcytriolem, po czym uzyskane wyniki porownywano ze soba.
W komorkach niestymulowanych nie dochodzito do wigzania si¢ VDR z badanymi
sekwencjami lub oddziatywania te byly stabe. Po stymulacji komoérek kalcytriolem
zaobserwowano wzmocnienie sygnatu w obrebie sekwencji promotora genu Cyp24al,

co $wiadczylo o prawidlowo przeprowadzonym eksperymencie, a takze w obrebie
126



enhancera S1 i sekwencji VDREZ23. Dlapozostalych analizowanych sekwencji
nie otrzymano wzmocnienia sygnatu. Uzyskane wyniki nalezy uzna¢ za wstep do dalszych
badan, ktorych celem bedzie szczegdlowe ustalenie sekwencji odpowiadajacej za zjawisko
autoregulacji VDR w mysich komodrkach krwi. Niewykluczone takze, ze w przysztosci
ta tematyka badawcza zostanie podjeta dla innego modelu badawczego oraz, ze zostanie
przeprowadzona m.in. ukierunkowana mutageneza badanych sekwencji regulatorowych.
Umozliwitoby to ostateczng identyfikacjc VDRE odpowiedzialnych za zjawisko
autoregulacji w mysich komorkach krwi. Badania z wykorzystaniem immunoprecypitacji
chromatyny mogtyby zosta¢ poszerzone o eksperymenty, ktérych celem bytoby okreslenie
czy w badanych potencjalnych VDRE nastepuje wigzanie RXR oraz polimerazy RNA II.
Mozna takze zbada¢ czy nastepuje rekrutacja koaktywatora i nastepuja zmiany funkcjonalne
w modyfikacji histonow, co wydaje si¢ zasadne, gdyz dane literaturowe potwierdzaja,
ze polimeraza RNA II moze by¢ rekrutowana do dystalnych miejsc regulatorowych [131].
Powstawanie w obrgbie enhanceréw kompleksow transkrypcyjnych moze $wiadczy¢ o tym,
iz sekwencje te stanowiag centra rekrutacyjne, ktorych obecno$¢ skutkuje zwickszonym
stezeniem sktadnikow transkrypcyjnych niezbednych do zwigkszenia ekspresji danego genu
[132].

Mozna podja¢ probe wytlumaczenia genezy i znaczenia zjawiska autoregulacji VDR
U myszy, opierajac si¢ na analizie poréwnawczej z danymi dotyczacymi ludzi. Metabolizm
| wytwarzanie witaminy D jest $ciSle zwigzane z promieniowaniem stonecznym,
pod wptywem ktorego 7-dehydrocholesterol zostaje przeksztalcony w hormonalnie aktywna
posta¢ witaminy D [113]. Ponadto witamina D moze by¢ takze przyjmowana wraz
z pozywieniem. Obie Sciezki wystepujag u omawianych organizmoéw, jednak z powodu
nocnego trybu zycia i pokrycia ciata futrem, myszy majg mniejsze mozliwo$ci wytwarzania
tej witaminy dzigki ekspozycji na §wiatlo stoneczne w poréwnaniu do cztowieka [133].
Co ciekawe, wykazano korelacje miedzy zwickszong zawarto$cia melaniny w skorze
I zmniejszong zdolno$cig do syntezy witaminy Dz w populacjach afrykanskich
lub azjatyckich [134]. Tak wiec wystepowanie czynnikdéw ograniczajacych dostep
promieniowania stonecznego do skéry ma znaczenie dla procesu syntezy witaminy Ds.
W toku ewolucji wyksztalcil si¢ u myszy system autoregulacji receptora witaminy D, ktory
moze stanowi¢ bardziej czuly i wydajniejszy system zwigzany z metabolizmem witaminy
Ds. Najprawdopodobniej obserwujemy mechanizm regulacyjny dzialajacy na zasadzie
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mechanizmu sprzezenia zwrotnego dodatniego. Wystepowanie witaminy D skutkuje
aktywacja ekspresji genu VDR — w ten sposob w odpowiedzi na dostepnos¢ witaminy D
stosunkowo szybko pojawia si¢ duza ilo§¢ aktywowanego ligandem receptora, ktory dziata
jako czynnik transkrypcyjny. Skutkuje to efektywnym wykorzystaniem obecno$ci witaminy
D w organizmie i mozliwos$cig uruchomienia szlakéw zaleznych od sygnalizacji VDR.
Mimo wystepujacych réznic miedzy myszami a ludzmi, stanowig one nadal
warto$§ciowy model do badan. Z pewnoscia przydatny bylby system umozliwiajacy
gromadzenie i analizowanie badan dotyczacych biologii cztowieka, ktore zostaly
opracowane na mysim modelu, co umozliwitloby weryfikacj¢ czy w danej problematyce
badawczej zastosowanie modelu mysiego jest adekwatnym rozwigzaniem [111].
Niekorzystnie na zaistniala sytuacje wplywa fakt, Ze negatywne wyniki czgsto
nie sa publikowane [135], wskutek czego brakuje danych mogacych informowacé o tym, czy
dane badania byly juz przeprowadzone na myszach i czy otrzymane wyniki moga zostaé
ekstrapolowane na ludzi. Problemy zwigzane z przenoszeniem wynikéw uzyskanych
na modelu mysim lub innych organizmach modelowych na model ludzki sprawity, iz tego
typu prace sg kwestionowane przez naukowcow, w szczegdlnosci gdy stosowane
sa wprowadzajace w blad sformulowania moéwiace o mozliwosci bezposredniego
przeniesienia takich wynikow na biologie cztowicka [136]. Badania prowadzone na liniach
komorkowych nigdy nie oddadza peini skomplikowania mechanizméw wystepujacych
W organizmie, stad w przypadku trudnos$ci z uzyskaniem ludzkiego materiatu badawczego
badania na organizmach modelowych pozostaja jedynym rozsagdnym rozwigzaniem. Nalezy
jednak badania te odpowiednio zaplanowac, uwzgledniajac roznice oraz podobiefistwa
miedzygatunkowe [111]. Przyktadem zalet i ograniczen eksperymentéw na mysim modelu,
w kontekscie biologii cztowieka, sg badania dotyczace uktadu odpornosciowego. To dzigki
badaniom przeprowadzonych na myszach odkryto geny gldéwnego kompleksu zgodnosci
tkankowej, geny receptoréw limfocytow T czy mechanizmy regulujace proces produkcji
przeciwcial [137]. Jednak istnieja takze znaczgce rdznice miedzy ludzmi a myszami,
co powoduje, ze niektére aspekty zwigzane z funkcjonowaniem uktadu odpornosciowego
nie mozna przenie$¢ na ten model badawczy. W literaturze przedmiotu mozna znalez¢
publikacje, w ktérych immunolodzy nawoluja do powrotu do badan zwigzanych
z immunologig czlowieka [138] [139]. Przyktad zrdznicowanej gatunkowo regulacji

w konteks$cie immunologii i witaminy D stanowig geny zwigzane z wrodzong odpornoscia
128



m.in. geny kodujace peptydy przeciwdrobnoustrojowe, receptory rozpoznajgce wzorce
czy geny kodujgcych cytokiny. Ich transkrypcja jest regulowana przez VDR [140].
Doskonatym przyktadem takiej odmiennej regulacji stanowig mechanizmy odpowiadajace
za indukcje genu Camp (ang. Cathelicidin Antimicrobial Peptide), ktory stanowi docelowy
gen VDR. W mysich komorkach nabtonkowych AT84, ktore wykazuja wysoka wrazliwos¢
na dziatanie witaminy D, obrazowana silng indukcja ekspresji genu Cyp24al, obserwowana
jest takze niewielka indukcja genu Camp i brak znaczacej aktywnoSci
przeciwdrobnoustrojowej w kondycjonowanych pozywkach z hodowli komoérek AT84,
w przeciwienstwie do ludzkich odpowiednikéw. W ludzkich komodrkach nablonka
po stymulacji kalcytriolem obserwuje si¢ wysoki poziom ekspresji obu wspomnianych
gendw. Obserwowane roznice tlumaczy si¢ odmienng lokalizacja VDRE. W ludzkich
komorkach jest on umiejscowiony proksymalnie wzgledem promotora, natomiast nie
wystepuje w porownywalnej lokalizacji w mysim locus genu Camp. Moze to swiadczy¢
o regulacji ekspresji omawianego genu Camp przez VDR za posrednictwem innych
mechanizmoéw, np. dystalnych VDRE znajdujacych si¢ w obrebie locus mysiego genu Camp
[141]. Nasuwa si¢ skojarzenie z odmienng regulacjg ekspresji samego genu VDR u myszy
I Uludzi. Wystepujace roznice zwigzane sa ze sposobem regulacji ekspresji genu VDR —
u ludzi wystepuje regulacja poprzez dziatanie RAR oraz VDR, u myszy obserwuje si¢
autoregulacj¢ VDR. U czlowieka kompleks RXR-VDR przylacza si¢ do regionu
promotorowego, natomiast za  zjawisko autoregulacji umyszy odpowiada
najprawdopodobniej dystalny VDRE — enhancer S1 zlokalizowany w intronie mi¢dzy 3 a 4
eksonem [26]. Co cickawe, wyjasnieniem réznic w mechanizmie indukcji przez VDR
transkrypcji gendw kodujacych peptydy przeciwdrobnoustrojowe, do ktorych nalezy gen
Camp, moze by¢ takze zwigzek zodmiennym trybem zycia myszy i ludzi.
Przeciwbakteryjne dziatanie witaminy D jest zwigzane z aktywacja wrodzonej odpowiedzi
odpornosciowej. Stymulacja receptora TLR obecnego w btonie komoérkowej ludzkich
makrofagéw indukuje enzym, ktory katalizuje konwersje witaminy D do jej hormonalnie
aktywnej formy, co skutkuje uruchomieniem sygnalizacji VDR 1 indukcjg gendéw
kodujacych peptydy przeciwdrobnoustrojowe, np. katelicydyny. VDR stanowi wigc
kluczowy tacznik migdzy aktywacja TLR a wrodzong odpowiedzia odpornos$ciowa
skierowang przeciw bakteriom. Porownujagc mechanizmy aktywacji  szlakow
przeciwdrobnoustrojowych u myszy i ludzi stwierdza si¢ ich rozbiezng ewolucj¢. U myszy,
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zwierzat nocnych, we wrodzonej odpowiedzi immunologicznej aktywacja receptorow Toll-
like skutkuje bezposrednim dzialaniem przeciwdrobnoustrojowym, w ktérym posredniczy
glownie tlenek azotu. Natomiast u ludzi, aktywnych w dzien, nast¢gpuje synteza witaminy D
w skorze po ekspozycji na stonce iuaktywniany jest szlak przeciwdrobnoustrojowy
zwigzany z sygnalizacjg VDR [142].

Warto prowadzi¢ badania na roznych obiektach badawczych, sprawdza¢ istniejace
réznice i podobienstwa. Umozliwia to weryfikacj¢ informacji czy dany organizm modelowy
stanowi wlasciwy obiekt badawczy w sytuacji, gdy mamy ograniczone mozliwosci pracy
na ludzkich komorkach. Wigkszo$¢ informacji dotyczacych hematopoezy uzyskano
W badaniach prowadzonych na mysim modelu. Analizujac te informacje trzeba mieé
nauwadze, ze tylko czg$¢ tych danych mozna odnies¢ bezposrednio do ludzkiej
hematopoezy [100]. Prowadzono takze badania dotyczace roli receptora witaminy D
w hematopoezie z wykorzystaniem danio prggowanego. Uzyskane wyniki dostarczyty
informacji o tym, ze dostgpnos¢ 1,25(OH)D3 jest czynnikiem, ktory moduluje produkcje
HSPC, poniewaz witamina D3 dziala w bezposredni sposéb na HSPC, stymulujac
je do proliferacji. Wykazano takze, ze zjawisko to jest konserwowane u r6znych gatunkow.
Traktowanie ex vivo ludzkich HSPC hormonalnie aktywng forma witaminy D réwniez
zwigkszylo liczbe kolonii komorek hematopoetycznych [143]. Utrata biosyntezy
1,25(0OH)Ds skutkowata nagromadzeniem nieaktywnej formy witaminy D3, c0 blokowato
sygnalizacje hedgehog i prowadzito do uposledzenia niszy naczyniowej. W konsekwencji
nastagpito  zmniejszenie  iloSci  hematopoetycznych ~ komoérek  macierzystych
i progenitorowych [144]. Danio pregowany mogt postuzy¢ jako model do badania szlaku
syntezy i sygnalizacji zwigzanej z 1a,25-hydroksywitaming D3, poniewaz szlak sygnalizacji
VDR jest u niego zachowany. Nalezy jednak mie¢ na uwadze, ze w genomie danio
pregowanego kodowane sa dwa rodzaje VDR — vdra oraz vdrb, przy czym vdra dziata jako
kanoniczny VDR [145].

Znaczenie prowadzonych badan moze podkreslic fakt, iz analizowanie
mechanizmow regulacji ekspresji genu VDR w komodrkach hematopoetycznych jest tematem
waznym, mogacym znalez¢ zastosowanie praktyczne. Prowadzone sa badania kliniczne
(NCTO02802267) dotyczace zastosowania analogow witaminy D 1  $rodkow
hipometylujacych w  kontek$cie terapii przeciwnowotworowej. Takie leczenie

ma umozliwi¢ kontrolowanie masy guza 1 zapobieganie nawrotom choroby, gldéwnie
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poprzez zmniejszenie puli LSC [108]. W obrgbie réznych podtypéw AML mozna wyr6znic¢
specyficzne sygnatury epigenetyczne [110], mogace stanowié cel terapeutyczny [128].
Badania przeprowadzone z wykorzystaniem mysich modeli choréb biataczkowych
wykazaty, ze obserwowana w komoérkach AML inaktywacja genu VDR, powstata wskutek
metylacji jego promotora jest wystarczajaca, aby ograniczy¢ roznicowanie mieloidalne.
Tym samym sprawia, ze analogi witaminy D tracg swoje zastosowanie jako leki
przeciwnowotworowe. Analiza poziomu ekspresji genu VDR umozliwia prognozowanie
przebiegu procesu roznicowania blastow AML do dojrzatych komorek mieloidalnych. Niski
poziom ekspresji VDR jest zwigzany z zaburzeniem rdznicowania mieloidanych komorek
progenitorowych, o czym §wiadczy fakt, iz w procesie zlosliwej tranformacji komorek
pochodzacych od myszy VDR -/- wystepowato blokowanie réznicowania linii mieloidalnej,
zwigkszona byta takze samoodnawialno$¢ biataczkowych komorek macierzystych.
Aktywacja sygnalizacji VDR skutkuje indukcja docelowych genéw VDR, a wyzszy poziom
ich ekspresji rowniez koreluje z lepszym rokowaniem u pacjentow z AML [122]. Co wazne,
juz sama analiza myszy nokautowej VDR -/- dostarczyla wiele interesujacych wynikow
w kontekscie hematopoezy 1 bialaczek. W poréwnaniu z myszami WT komorki krwi myszy
VDR -/- posiadaja niedojrzaty fenotyp, co ma zwigzek ze zwigkszong klonogennos$cia
i sugeruje, ze brak ekspresji VDR jest czynnikiem sprzyjajacym niedojrzatemu stanowi
komorek biataczkowych, co skutkuje brakiem ich ré6znicowania [122]. U myszy nokautowej
VDR -/- obserwuje si¢ takze zwigkszenie liczby hematopoetycznych komoérek macierzystych
(LT-HSC) oraz zmniejszenie liczby mieloidalnych komorek progenitorowych (CMP
i GMP), a poréwnaniu z mysimi modelami dla chor6b nowotworowych, zwigkszenie liczby
biataczkowych komoérek macierzystych (LSC). Komorki te roznicujg si¢ w monocyty pod
wplywem aktywacji sygnalizacji VDR, dlatego stanowig cel terapii przeciwnowotworowej
z zastosowaniem analogow witaminy D [122]. Sygnalizacja VDR ma znaczenie zarowno
w normalnej, jak i ztosliwej hematopoezie, CO wyraza si¢ poprzez utrzymanie prawidtowe;j
homeostazy HSC — $wiadczy o tym wzrost liczby HSPC u myszy VDR -/- [122]. Analiza
dojrzatych komorek krwi myszy VDR -/- wykazala natomiast prawidlowa liczbe
monocytoéw, co $wiadczy o tym, iz w warunkach ustabilizowanych VDR nie jest konieczny
do procesu réznicowania komorek szpiku kostnego [142]. Nie zaobserwowano takze rdéznic
w ilosci ptytek krwi, erytrocytow i granulocytoéw miedzy myszg WT a VDR -/-. Badania
na myszach nokautowych VDR -/- nie wykazaly zaburzen w ilosci liczby czerwonych
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i biatych krwinek, pod warunkiem, ze zwierzeta te znajdowaly si¢ w srodowisku wolnym
od patogenow [142]. W przeciwnym razie obserwowano zaburzenia w produkcji elementow
morfotycznych krwi, przejawiajace si¢ wystgpowaniem komorek przypominajacych blasty
biataczkowe, a ponadto obserwowano granulocytozg, trombocytoz¢ oraz zmniejszong
erytropoeze, co dodatkowo potwierdza znaczenie sygnalizacji VDR w hematopoezie [146].
Aktualnie poszukuje si¢ terapii celowanych na nowotworowe komorki macierzyste, ktore
sg odpowiedzialne za odnawianie choroby [71]. Terapie skierowane na LSC opierajace si¢
na indukcji ekspresji genu VDR wydaja si¢ interesujgca perspektywa, w szczegolnosci
dla pacjentow, ktorzy z roznych wzgledow medycznych nie moga by¢ poddani
chemioterapii. Jednoczesne zastosowanie analogow witaminy D 1 $rodkéw
hipometylujacych moze skutkowaé aktywowaniem mechanizméw réznicowania uspionych
LSC. Analiza poziomu ekspresji genu VDR i stanu metylacji wysp CpG umozliwia
zidentyfikowanie komorek, dla ktorych sygnalizacja VDR jest istotna. Daje to mozliwo$¢
opracowania skutecznych terapii zwigzanych z przywracaniem poziomu ekspresji genu VDR
lub jej wyhamowywaniem. Znajac charakterystyke prawidlowych i ztosliwych komoérek
hematopoetycznych w kontekscie sygnalizacji VDR mozna stosowac terapie celujace
w nowotworowe komorki macierzyste (LSC), przy jednoczesnym zachowaniu
krwiotworczych komoérek macierzystych (HSC). Powinno to poprawié¢ skuteczno$¢ terapii
I przezycie pacjentow. Teoretycznie istnieje mozliwos¢, ze terapia skierowana przeciw
biataczkowym komoérkom macierzystym moze doprowadzi¢ do stanu cytopenii.
W rzeczywisto$ci klinicznej nie zaobserwowano jednak zmniejszenia liczby dojrzalych
komorek krwi wskutek wyczerpania puli HSC, np. podczas terapeutycznego stosowania
ATRA w leczeniu APL. Nie oznacza to jednak, ze w przypadku zastosowania czynnika
inicjujgcego réznicowanie komorek w postaci analogow witaminy D nie moze dojs$¢
do takiej sytuacji. Pozostaje to opcja kliniczng, zalezng od réznych czynnikow [115].
Analiza danych literaturowych nie dostarcza jednoznacznej odpowiedzi dotyczacej tego
zagadnienia, mimo stosowania analogéw witaminy D do leczenia duzej liczby pacjentow
z AML [108].

Dziatanie przeciwnowotworowe 1,25-dihydroksywitamina D3, skutkujace aktywacja
réznicowania komorek nowotworowych, wplyw sygnalizacji VDR na prawidlowe
funkcjonowanie wrodzonej odpowiedzi immunologicznej oraz znaczenia w homeostazie
hematopoetycznych komorek macierzystych — wszystkie te informacje podkreslaja wage
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badan dotyczacych receptora witaminy D 1 znaczenia witaminy D dla prawidtowego
funkcjonowania ludzkiego organizmu. Bioragc pod uwage wyniki uzyskane w niniejszym
projekcie nalezy jednak zastanowi¢ si¢ nad zasadno$cig stosowania mysiego modelu

w badaniach dotyczacych sygnalizacji VDR w kontekscie ludzkiej hematopoezy.
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6 Podsumowanie i wnioski

Prace przeprowadzone w ramach niniejszej pracy doktorskiej nalezg do kregu badan
podstawowych. W ramach prowadzonych eksperymentow udato si¢ ustali¢ nastepujace
informacje:

1. W mysich komoérkach krwi wystepuje jeden wariant transkrypcyjny genu VDR,
punkt startu transkrypcji nie jest $ciS$le zlokalizowany, a transkrypcja jest
kontrolowana przez pojedynczy region promotorowy.

2. Promotor VDR we wszystkich badanych typach komoérek jest stabo zmetylowany,
jego aktywno$¢ nie jest regulowana poprzez mechanizm metylacji DNA.

3. Wsrod badanych komorek krwi najnizsza ekspresja VDR zachodzi w dojrzatych
limfocytach T i B, stosunkowo wyzsza obserwowana jest w $ledzionie, grasicy
i szpiku kostnym, a najwyzszy poziom obserwuje si¢ w hematopoetycznych
komorkach macierzystych 1 progenitorowych.

4. RAR jest obecny i aktywny transkrypcyjnie w badanych komorkach,
lecz nie odpowiada za regulacje ekspresji genu VDR.

5. VDR jest obecny i aktywny transkrypcyjnie w badanych komoérkach. Wykluczono
wspoétdziatanie transkrypcyjne VDR i RAR w regulacji ekspresji genu VDR.

6. W mysich komoérkach krwi ekspresja genu VDR jest regulowana poprzez mechanizm
autoregulacji.

7. Wyniki immunoprecypitacji chromatyny silnie wskazuja, ze enhancer S1 oraz
sekwencja DNA obejmujaca VDRE2 1 VDRE3 stanowig miejsca wigzania VDR.

8. Gen VDR ulega ekspresji i jest aktywny nie tylko w catkowicie zréznicowanych
komorkach krwi, lecz takze w hematopoetycznych komorkach macierzystych

I progenitorowych.

Uzyskane dane dotyczace mechanizmu regulacji ekspresji genu VDR znaczaco r6znig
si¢ od danych uzyskanych na modelu ludzkim. Mozna zatem zastanowiC sig,
czy w przypadku badan dotyczacych znaczenia receptora witaminy D w procesie
hematopoezy mysz stanowi odpowiedni model badawczy. Wspomniane r6znice moga
zaktoca¢ architekture sygnalizacji VDR, tym samym ograniczajac mozliwosé

ekstrapolacji uzyskanych wynikéw na model ludzki.
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