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Aktywnos¢ transkrypcyjna genow szlakéw sygnalizacyjnych receptora VEGFR-2
w raku szyjki macicy wyznaczona technikg mikromacierzy oligonukleotydowych

Transcription activity of the signalling pathway genes of VEGFR-2 in cervical cancer determined
with the oligonucleotide microarray technique
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Streszczenie

Transformacja nowotworowa nie jest zazwyczaj nastepstwem uszkodzenia funkcji pojedynczego genu, lecz
ich catych zespotéw, kontrolujacych liczne szlaki metaboliczne i regulacyjne w komérce. Celem pracy byto wy-
typowanie gendéw kodujgcych biatka $ciezek sygnatowych receptora VEGFR-2 spetniajgcego osiowa funkcje
w angiogenezie nowotworowej, ktérych aktywnosé transkrypcyjna istotnie r6zni sie w wycinkach ptaskonabton-
kowego raka szyjki macicy od wycinkéw ocenionych histopatologicznie jako prawidtowe. Profil ekspresji genéw
wyznaczono metodg mikromacierzy oligonukleotydowych HGU 133 A (Affymetrix), umozliwiajgcych analize
22283 mRNA, sposrdd ktorych wyselekcjonowano 128 transkryptéw uczestniczacych w Sciezkach sygnatowych
aktywowanych przez VEGFR-2. Po normalizacji wynikéw w programie RMA Express, typowano trzema metoda-
mi geny réznicujace wycinki szyjki macicy. Otrzymane wyniki, niezaleznie od metody analizy, wykazaty, ze do
genow réznicujacych wycinki szyjki macicy od raka ptaskonabtonkowego nalezg VEGFA i Spkl.

Stowa kluczowe: VEGFR-2, mikromacierze, Affymetrix, rak szyjki macicy
Summary

Neoplastic transformation is a consequence of multiple rather than single gene dysfunction. Whole sets of
genes controlling various metabolic and regulatory pathways of a cell are involved. The aim of the study was to
indicate the genes for proteins of the signalling pathways for VEGFR-2, as playing a main role in neoplastic
angiogenesis; their transcription activity significantly differs in biopsy samples from histologically normal
epithelium and squamous cell cervix. The gene expression profile was assigned using oligonucleotide
microarrays of HU 133A (by Affymetrix), enabling analysis of 22283 mRNA transcripts, of which 128 were
selected for the study, as taking part in VEGFR-2-activated signalling pathways. After normalization of
the results with RMA Express software, three different methods were applied to identify the differentiating
genes for squamous cell carcinoma. According to the results, irrespective of the applied method, VEGFA and
Spk1 are specific genes differentiating.
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Wstep stawit waznga do dzis hipoteze, ktéra moéwi, ze liczba na-

Juz na poczatku XX w. zaobserwowano, ze wzrost czyh krwionosnych w pierwotnej zmianie jest wskazni-
nowotworu wigze sie ze zwiekszeniem liczby naczyfi  kiem prognostycznym rozwoju choroby nowotworowej
krwionosnych w obrebie guza [1]. Folkman w 1971 r. po- i jest zwigzana z potencjatem przerzutowania [2].
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Gtéwnga cytoking zapoczatkowujacg angiogeneze jest
naczyniowo-$rédbtonkowy czynnik wzrostu (vascular en-
dothelial growth factor — VEGF), obecnie uwazany za klu-
czowy czynnik regulujacy fizjologiczny i patologiczny pro-
ces powstawania nowych naczyn krwionosnych [1].
Biologiczne dziatanie VEGF ujawnia sie po potaczeniu
z receptorami rodziny VEGFR. Wsréd nich kluczowa role
odgrywa VEGFR-2, zwany tez KDR. Sygnat mitogenny
przenoszony na drodze VEGF — VEGFR-2 spetnia osiowg
funkcje w angiogenezie nowotworowej, jakkolwiek ba-
dania eksperymentalne wykazuja zréznicowane roz-
mieszczenie tego sygnatu w tkance nowotworowej [3].

Badania molekularne nowotworéw polegaty zazwy-
czaj na poszukiwaniu zmian w pojedynczych genach lub
ich niewielkich grupach i pozwolity na znaczny postep
w biologii nowotwordw. Jednak — poza nielicznymi wy-
jatkami — nie przyniosty przetomowych wynikéw. Zwig-
zane jest to z obserwacja, ze nowotworzenie nie jest
zwykle nastepstwem uszkodzenia funkcji pojedynczego
genu, lecz catych ich zespotéw, kontrolujacych liczne
szlaki metaboliczne i regulacyjne w komérce. Jedno-
czesne badanie funkcji duzej liczby genéw jest obecnie
mozliwe dzieki technologii mikromacierzy DNA [4], kt6-
ra pozwala zrozumie¢ molekularne mechanizmy ztozo-
nego wielopostaciowego procesu powstawania nowo-
tworu. Metoda ta umozliwia analize ekspres;ji tysiecy
gendéw jednoczesnie w jednym nowotworze [4, 5].

Cel pracy

Celem pracy byto wytypowanie genéw kodujacych
biatka sciezek sygnatowych receptora VEGFR-2, ktérych
aktywnos¢ transkrypcyjna réznicuje wycinki raka szyjki
macicy od wycinkéw ocenionych histopatologicznie jako
prawidtowe.

Materiat i metody

Materiat do badan molekularnych stanowity wycinki
raka ptaskonabtonkowego szyjki macicy oraz wycinki
tkankowe pobrane z szyjek macicy, w ktérych nie
stwierdzono histopatologicznie zmian nowotworowych.
U 8 pacjentek wykonano analize transkryptomu techni-
ka mikromacierzy oligonukleotydowych z zastosowa-
niem ptytek EGU 133A (Affymetrix). Materiat do badan
stanowito RNA wyekstrahowane przy uzyciu odczynnika
Trizol™, zgodnie z instrukcjg producenta, a nastepnie
oczyszczone przez trawienie DN-aza | (deoksyrybonukle-
aza 1) na kolumnach zestawu RNasy Mini Kit firmy Qia-
gen. Okoto 8 pg catkowitego RNA wykorzystano do syn-
tezy dwuniciowego cDNA (Gibco BRL SuperScript
Choince system). W kolejnym etapie zsyntetyzowano
cRNA, ktéry wczesniej wyznakowano biotyna (reakcja
transkrypcji in vitro, Enzo kit). Biotynylowany cRNA pod-
dano procesowi fragmentacji oraz hybrydyzacji z mikro-

macierza Test3 oraz HG-U133A i znakowania komplek-
sem streptawidyna—fikoerytryna. Intensywnos¢ fluore-
scencji zostata zanalizowana przy uzyciu skanera Gene-
Array Scanner G2500A. llos¢ oraz jakosé catkowitego
RNA, cDNA i cRNA oceniono technika elektroforezy
w 1,2-procentowym zelu agarozowym. Analize otrzyma-
nych wynikéw po normalizacji w programie RMA
Express przeprowadzono, wykorzystujac programy Mi-
cro Array Suite 5.0 i Data Mining Tool (Affymetrix) i SAM
(significance analysis of microarrays).

Wyniki

Na podstawie danych literaturowych oraz bazy NCBI
i Affymetrix do analizy wyodrebniono 128 genéw kodu-
jacych biatka sciezek sygnatowych receptora VEGFR-2.
Wyznaczanie genéw roznicujacych kontrole od raka
szyjki macicy dokonano po normalizacji wynikéw w pro-
gramie RMA Express za pomoca analizy regresji liniowe;j.
Na podstawie wartosci parametru score opartego na te-
Scie t-Studenta, wyznaczonego w programie SAM,
sprawdzono, czy réznice w aktywnosci transkrypcyjnej
128 analizowanych genéw pomiedzy grupa kontrolna
a badang sa statystycznie istotne. Matrycowe RNA, dla
ktérych wartosé p byta mniejsza od 0,01, uznano za r6z-
nicujace wycinki szyjki macicy. W ten sposéb wykazano,
ze w raku szyjki macicy w poréwnaniu z kontrolg istot-
nie rézni sie aktywnos¢ transkrypcyjna genéw koduja-
cych czynnik transkrypcyjny 4NFATC1, naczyniowo-$réd-
btonkowy czynnik wzrostu (IVEGFA), kinaze sfingozyny 1
(Spk1) oraz kinaze biatkowa FAK (1FAK). Transkrypty réz-
nicujgce wycinki raka szyjki macicy od kontroli wyzna-
czono réwniez na podstawie modelu regresji liniowej
z 95-procentowym obszarem prognozy (ryc. 1.). W anali-
zie tej wyrézniono dwa kryteria wyboru mRNA réznicu-
jacych: kryterium statystyczne zaznaczone liniami prze-
rywanymi  wyznaczajace  95-procentowy  obszar
prognozy, wewnatrz ktérego zgodnie z przyjetym zato-
zeniem nie obserwowano transkryptow réznicujacych
wycinki, oraz kryterium biologiczne oznaczone liniami
ciagtymi wskazujacymi wartos¢ 1, czyli dwukrotny
wzrost lub obnizenie poziomu stezenia transkryptu. Za
mRNA réznicujace wycinki zostaty uznane tylko te, kté-
re lokalizowane byty poza obszarem kryterium biologicz-
nego (ryc. 1.). Rak szyjki macicy charakteryzuje wysoka
aktywnos¢ transkrypcyjna genu kodujacego podjednost-
ke katalityczna a kinazy fosfatydyloinozytolu PIK3CA,
gendéw kodujacych naczyniowo-srédbtonkowe czynniki
wzrostu A: IVEGFA, 3VEGFA i 4VEGFA oraz gen6éw kodu-
jacych kinaze sfingozyny 1 Spk1 i kinaze biatkowa 2FAK.
Ekspresja genéw kodujacych cyklooksygenaze 2 COX-2
oraz kinaze MAP (MAPK13) w poréwnaniu z kontrolg
w raku szyjki macicy ulega natomiast wyciszeniu.

Typowanie genéw réznicujacych tkanki prawidtowe
(kontrole) od raka szyjki macicy przeprowadzono takze
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Ryc. 1. Geny r6znicujgce kontrole od raka szyjki macicy wybra-
ne na podstawie analizy regresji liniowej

Linie ciggte charakteryzuja 95-procentowy obszar prognozy,
wewnatrz ktérego analizowane geny nie maja wartosci rézni-
cujacej wycinki szyjki macicy, natomiast linie przerywane
oznaczajg dwukrotny wzrost lub obnizenie ekspresji. Na osi
pionowej znajduja sie log, z wartosci fluorescencji transkryp-
tow w probie kontrolnej (kontrola), natomiast na osi poziomej
znajduja sie log, z wartosci fluorescencji w raku szyjki macicy
(rak)
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Ryc. 2. Geny r6znicujace kontrole od raka szyjki macicy wybra-
ne na podstawie metody Blanda-Altmana

Zakreskowane pole oznacza 95-procentowy obszar prognozy
(kryterium statystyczne), wewnatrz ktorego geny nie maja
wartosci réznicowania wycinkéw szyjki macicy, natomiast
czarne linie oznaczaja dwukrotny wzrost lub obnizenie ekspresji
(kryterium biologiczne). Za geny roznicujace zostaty uznane
tylko te, ktére byty zlokalizowane poza obszarem prognozy
kryterium statystycznego i biologicznego. Kolejne numery na
wykresie oznaczaja nazwy transkryptéw: 1 — PIK3CA; 2 — COX;
3 —2FAK; 4 — MAPK13; 5 — VEGFA; 6 —4VEGFA; 7 — VEGFA; 8 — Spkl

metoda Blanda-Altmana, na podstawie ktérej nadekspre-
sje obserwowano dla genéw PIK3CA, 2FAK, MAPK13,
IVEGFA, 4VEGFA, 3VEGFA, Spkl i 1FAK. W przypadku
COX-2 oraz MAPK13 w wycinkach raka obserwowano
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natomiast wyciszenie aktywnosci transkrypcyjnej genu
(ryc. 2.). W ostatnim etapie analizy wynikéw wyznaczo-
no metoda SAM parametr g-value wskazujacy procent
prawdopodobienstwa przypadkowej obserwacji réznic
aktywnosci transkrypcyjnej genéw oraz parametr score
wskazujacy znamiennos¢ statystyczng obserwowanych
wynikow.

Z wybranej grupy genéw kodujacych biatka szlaku
sygnalizacyjnego receptora VEGFR-2 tylko 1VEGFA oraz
Spk1 spetniaja kryteria genéw réznicujacych grupe kon-
trolng od raka szyjki macicy (kryterium wyznaczone na
podstawie krzywej regresji, programu SAM oraz metody
Blanda-Altmana).

Dyskusja

W wielu badaniach wykazano obecnos¢ korelacji po-
miedzy stopniem unaczynienia, ztosliwoscia guza oraz
poziomem mRNA VEGF w r6znych nowotworach. Zaob-
serwowano znamiennie wieksze stezenie VEGF w regio-
nach zwiekszonego unaczynienia nowotworéw ztosli-
wych. Pacjenci ze zwiekszonym stezeniem biatka VEGF
w surowicy rokowali gorzej w poréwnaniu z pacjentami
z matym stezeniem.

Wykazano réwniez, ze nadekspresja VEGF hamuje
roznicowanie i dojrzewanie komérek dendrytycznych
i wptywa w ten spos6b na ostabienie odpowiedzi immu-
nologicznej skierowanej przeciwko rosngcemu guzowi [2].
Stwierdzono takze, ze VEGF wykazuje silne dziatanie cy-
toprotekcyjne w stosunku do komérek nowotworo-
wych. Udowodniono to na podstawie doswiadczen,
w ktorych komorki nowotworowe poddano dziataniu
promieni rentgenowskich lub chemioterapeutykow.
W obu przypadkach w hodowlach zawierajacych VEGF
apoptozie ulegto mniej komérek niz w hodowlach go po-
zbawionych [6].

W badaniach nad okreslaniem stezenia cytokin i in-
nych markeréw nowotworowych we krwi u chorych na
raka szyjki macicy, Kotowicz i wsp. z Zaktadu Markeréw
Nowotworowych Centrum Onkologii w Warszawie wyka-
zali znamiennie wieksze stezenie VEGF w analizowanej
grupie chorych w poréwnaniu z grupa referencyjna [7].

Wyniki przedstawione w niniejszej pracy sa takze
zgodne z badaniami Michalskiego i wsp., ktérzy wyod-
rebnili 20 genéw zwigzanych z angiogeneza i uznali
VEGF za kluczowy czynnik zaangazowany w proces roz-
woju raka szyjki macicy [8].

Po analizie statystycznej (wszystkimi trzema metoda-
mi) danych uzyskanych z mikromacierzy oligonukleoty-
dowych, zaobserwowano réwniez znamiennie wyzsza
ekspresje genu kodujacego kinaze sfingozyny 1 (Spkl)
w grupie badanej w poréwnaniu z grupa kontrolng
(tab. I). Taki wynik analizy jest zgodny z informacjami za-
mieszczonymi na https://www. affymetrix. com/analy-
sis/netaffx/showresults. affx, gdzie Spkl opisano jako
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Tab. I. Geny roznicujace raka szyjki macicy od kontroli (oraz gen kandydujacy do genu réznicujacego) wyznaczone trzema meto-
dami: Blanda-Altmana, modelu regresji liniowej oraz SAM (significance analysis of microarrays)

Nr genu ID Usredniony SLR Bland Altman  Krzywa regresji SAM
poziom fluorescencji
1 PIK3CA 204369_at 2,93 =114 + + -
2 COX-2 204748 _at 3,28 1,15 + + -
3 2FAK 208820_at 5,01 -1,22 + + -
4 MAPK13 210058 _at 6,33 1,36 + + -
5 IVEGFA 210513_s_at 3,33 -1,44 + + +
6 4VEGFA 211527 x_at 4,25 -1,34 + + -
7 3VEGFA 212171 _x_at 5,87 -1,08 + + -
8 Spkl 219257 s_at 4,28 -1,13 + + +
9* 1FAK 207821_s_at 3,9 -0,987 + - +

9* - gen kandydujqcy

(+) analizowany gen ma warto$¢ roznicujacq wycinki szyjki macicy (<) brak wartosci roznicujgcej.
SLR = logarytm réznicy Srednich wartosci sygnatu fluorescencji poszczegélnych transkryptéw w wycinkach kontrolnych w poréwnaniu z odpowiadajgcymi im

transkryptami w wycinkach raka szyjki macicy (signal log ratio)

czynnik wykazujacy dziatanie antyapoptotyczne, pobu-
dzajace migracje oraz proliferacje komérek srédbtonka.
Ponadto informacje te potwierdzaja badania wykonane
na uniwersytecie w Kalifornii [9, 10].

Whnioski

Analizowane zmiany aktywnosci transkrypcyjnej ge-
néw kodujacych biatka mitogennych szlakéw sygnato-
wych aktywowanych przez receptor dla VEGF prowadza
do wyodrebnienia genéw réznicujacych raka szyjki ma-
cicy od grupy kontrolnej. Za geny rdznicujagce mozna
uznac jedynie transkrypty: IVEGFA oraz Spkl, poniewaz
tylko te geny zostaty wskazane jako réznicujace przy
uzyciu regresji liniowej. Spostrzezenie to potwierdza
takze analiza za pomoca programu SAM oraz metody
Blanda-Altmana, wskazujaca na istotne réznice w ak-
tywnosci transkrypcyjnej tych genéw w kontroli i raku
szyjki macicy.
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