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Wstep

Sarkoid nalezy do najczg$ciej wystepujacych nowotworéw skéry w  rodzinie
koniowatych. Mimo tego, ze nie posiada on zdolno$ci przerzutowania do innych organow
moze znacznie wptywac na dyskomfort i dobrostan zwierzecia. Wystepowanie sarkoidu jest
ScisSle zwigzane z obecno$cig wirusa brodawczaka krowiego (BPV) wtkance skornej
zwierzecia. BPV nalezy do gatunkowo specyficznej rodziny papillomawirusow infekujace;j
bydto, natomiast sarkoid jest jedynym udokumentowanym przypadkiem infekcji organizmu
innego, jak organizm docelowego gospodarza. Genom papillomawiruséw jest mocno
konserwatywny w tej rodzinie, aw jego budowie mozna wyr6ézni¢ geny pdzne
odpowiedzialne za budowe biatek kapsydu oraz geny wczesne kodujace biatka funkcjonalne
wirusa. Do tej pory nie opracowano jednej skutecznej metody leczenia sarkoidu, a te
istniejagce cechujg si¢ zroznicowang skutecznoscig i moga by¢ uzaleznione od miejsca
wystepowania guza. Ponadto leczenie moze wymaga¢ dodatkowych procedur takich jak
znieczulenie zwierzecia. Stad istotne jest dalsze prowadzenie badan nad geneza powstawania
sarkoidow, co moze si¢ przyczyni¢ do opracowania nowych metod leczenia. Jednym
zwyzwan w badaniu sarkoidu jest poznanie molekularnego poditoza powstawania tego
nowotworu. W tym celu postugiwano si¢ réznymi modelami umozliwiajagcymi wglad
w procesy zmian, jakie zachodzg w modyfikowanej tkance lub komorkach. Niniejsza praca
skupiala si¢ na opracowaniu nowego modelu transfekowanych linii fibroblastow skory
konskiej konstruktem zawierajacym sekwencje kodujacag wybranych bialek BPV.
W kolejnych etapach badan, uzyskany model komorkowy, wykorzystano do poznania
proceséw molekularnych na poziomie zmian profilu ekspresji genow, zachodzacych w skutek
aktywnosci gendw BPV, ktore moze stanowi¢ cenne zrddto informacji o rozwoju sarkoidu.

Hipotezy i Cele badawcze
Na podstawie dostepne;j literatury skomponowano nastgpujace hipotezy badawcze:
1. Obecno$¢ pojedynczych bialek BPV istotnie wptywa na profil ekspresji gendéw
w komorkach fibroblastow skory konskie;.
2. Linie transfekowanych fibroblastow skoéry konskiej moga stanowi¢ cenny model
badan rozwoju sarkoidu konskiego.



Na podstawie postawionych hipotez, opracowano nastepujace cele badawcze:

1.

Okreslenie wplywu bialek BPV na zmiany w transkryptomie fibroblastow skory
konskie;j.

Okreslenie wplywu bialek BPV na zmiany profilu ekspresji wybranych genow
powiazanych z procesami przebudowy ECM.

Utworzenie nowego modelu in vitro umozliwiajacego badanie procesu transformacji
komorek skory, w komorki o cechach sarkoidu na poziomie molekularnym.

Material i metody

1.

Przygotowanie materiatu do badan:

e Biopsje tkanki skory wykonano posmiertnie z okolicy oczu.

e Pozyskane tkanki poddano testowi na obecno$¢ DNA wirusa BPV. Probki
z wynikiem pozytywnym usuwano z dalszych procedur.

e W doswiadczeniu wykorzystano tkanki sarkoidow konskich, znajdujacych sig
w kolekcji Instytutu Zootechniki PIB w Balicach.

e Dodatkowo jako etap wstepny do dalszych badan, wykorzystano dane
z mikromacierzy cDNA poréwnujacych réznice poziomu ekspresji gendow
zachodzace pomi¢dzy tkanka zdrowej skory konskiej i tkanka sarkoidu.

e Z pobranych tkanek wyprowadzono stabilne linie fibroblastow skory konskie;j.

2. Na podstawie danych w bazie PaVE zaprojektowano sekwencje kodujace analizowane
biatka: BPV1-E4, BPV1-E7 oraz bialko fuzyjne BPV1-E1"E4.

3. Zaprojektowane sekwencje wprowadzono do wtasciwych plazmidoéw ekspresyjnych

4. Otrzymane plazmidy sklonowano w koloniach bakterii kompetentnych.

5. Plazmidy zawierajace sekwencje kodujace poszczegdlne biatka wprowadzono do
fibroblastow konskich metoda nukleofekc;i.

6. Z otrzymanych linii komoérek transfekowanych wyizolowano RNA

7. Otrzymane RNA wykorzystano do sekwencjonowania metoda NGS oraz do analizy
ekspresji gend6w metodg real-time PCR.

Wyniki

1. W przypadku sekwencji kodujacej biatko BPV1-E4 wykryto 1640 gendéw o istotnej
roznicy w poziomie ekspresji (DEG), natomiast w przypadku sekwencji kodujacej gen
BPVI1-E17E4 takich genéw wykryto 3328.

2. Wykazano 910 DEGow wspolnych dla obu wariantéw oraz 730 unikalnych genow dla
sekwencji BPV-E4 1 2318 dla sekwencji BPV1-E1"E4.

3. Analiza szlakéw metabolicznych metoda ontologii gendéw (GO), wykazata, ze

obecno$¢ sekwencji kodujacej biatko BPV1-E4 powoduje deregulacj¢ takich szlakow
jak: ujemna regulacja proliferacji komorek, pozytywna regulacja migracji komorek,
adhezja 1 migracja komorek, adhezja komorek do macierzy, organizacja cytoszkieletu
aktynowego. Natomiast w przypadku sekwencji kodujacej biatko BPVI-E1°E4
wytypowano nastepujace szlaki: adhezja ogniskowa, negatywna regulacja
zewnatrzpochodne;j sygnalizacji apoptotycznej, sygnalizacja receptora
transformujacego czynnika wzrostu 3, organizacja wtokienek kolagenowych.



4. Analiza szlakéw metabolicznych KEGG wykazata szlaki deregulowane w przypadku
wprowadzenia obu wariantow sekwencji. Byty to: kontrola cyklu komoérkowego,
regulacja cytoszkieletu aktynowego oraz adhezja komorek. Unikalnym szlakiem
zaobserwowanym dla sekwencji kodujacej biatko BPV1-E4 byly szlaki
w nowotworach, natomiast w przypadku transfekcji konstruktem BPVI-EI"E4
unikalne byly modyfikacje ekspresji gendw powigzanych ze szlakami sygnatowymi,
w ktorych posrednicza FoxO-, Rapl- 1 TNF oraz szlakiem proteoglikanow
w komorkach nowotworowych.

5. Analiza wynikow mikromacierzy (model in vivo) wykazala trzy istotnie deregulowane
metaloproteinazy (MMP2, MMP7 1 MMP23B). W przypadku danych RNA-Seq
(model in vitro), takich genéw wykryto szes¢ (MMPI1,-9,-12,-17,-191-27).

6. Analiza qPCR potwierdzita modyfikacj¢ aktywnosci transkrypcyjnej dla genow MMP
zidentyfikowanych zaréwno w modelu in vitro, jak i in vivo.

7. Badania umozliwity identyfikacje istotnych roznic w poziomach ekspresji genow
MMP2 1 MMP9 oraz MMP17, ktorych transkrypcja okazata si¢ by¢ podwyzszona
w obu badanych modelach.

8. W przypadku modelu in vitro zidentyfikowano 30 DEGOw nalezacych do szlaku
przebudowy macierzy ECM 1 27 nalezacych do szlaku adhezji komorkowe;.
W przypadku modelu in vivo takich gendéw byto odpowiednio 29 i 44.

9. Siedem DEGOw zaangazowanych w szlak adhezji komodrek uznano za istotne,
niezaleznie od analizowanego modelu, podobnie sze§¢ DEGOw nalezacych do szlaku
przebudowy macierzy ECM.

10. Wybrano 9 genéw kandydujacych (CADMI1, CD99, CNTNAPI, FNI1, JAM3, MPZL1,
SDC1, SDC2, VCAMI) do analizy qPCR, ktéra potwierdzita ich deregulacje
w badanych uktadzie.

11. Analiza Gene Ontology (GO) badanych genow wykazujacych zréznicowang ekspresje
wskazata ich udzial w szlakach: potaczeniu przylegania komorek (ang. anchoring
junction), kompleksie integryn ikompleksie biatkowym w adhezji komorkowe;j,
polaczeniu przywezlowym (ang. paranodal junction), potaczeniu komoérka-komorka
1 wigzaniu integryn.

Stwierdzenia i wnioski

1. Zastosowanie linii komorkowych transfekowanych konstruktami kodujacymi
pojedyncze biatka wirusowe moze stanowi¢ nowy i efektywny model do badan
molekularnego podtoza powstawania sarkoidu konskiego.

2. Zastosowanie modelu transfekowanych linii komorkowych umozliwia analiz¢ réznic
efektow aktywnos$ci r6znych wariantow sktadania biatek i wnioskowanie o funkcjach
genow kodujacych poszczegdlne fragmenty biatek fuzyjnych.

3. Obecno$¢ w komorce konstruktu kodujacego biatko BPVI1-E4 oraz BPVI-E1"E4
wptywa na deregulacje wielu szlakow komorkowych powigzanych z procesami
proliferacji i mobilnosci komorki. Moze to $wiadczy¢ o istotnej roli genu E4
w procesach regulacji metastazy sarkoidu.



. Poszczegolne biatka wirusowe pelnig odmienne funkcje w komodrkach gospodarza
o czym $wiadczg unikalne szlaki sygnalowe zidentyfikowane oddzielnie dla BPV1-E4
oraz BPV1-E1"E4.

. Poréwnanie proponowanego modelu in vitro z modelem in vivo wykorzystujacym
materiat genetyczny pobrany bezposrednio z tkanek, wskazuje na czg¢sciowe pokrycie
profili ekspresyjnych pozyskanych tymi metodami. Moze to wynika¢ z wykorzystania
konstruktu kodujacego tylko jedno biatko wirusowe, przez co nie ma efektu interakcji
wystepujacych pomigdzy wszystkimi bialkami biorgcymi udziat w procesie
powstawania sarkoidu.

. Analiza modelu in vitro wykazata, ze obecno$¢ konstruktu kodujacego biatko fuzyjne
BPVI1-E1"E4 powoduje zmian¢ ekspresji 16 gendow kodujacych metaloproteinazy,
przy wykryciu deregulacji 21 tych genéw w modelu in vivo. Swiadczyé to moze
o znaczacym wplywie obecnosci tego biatka na gospodarke metaloproteinaz
w komorce.

. Poréwnanie ilosci zidentyfikowanych gendéw poddanych réznicowej ekspresji miedzy
modelami in vitro 1 in vivo pozwala wnioskowac, ze gen BPVI-E4 moze petic istotng
rol¢ regulacji procesow migracji komorki gospodarza.

. Zastosowanie proponowanego modelu in vitro moze cechowaé si¢ wysoka
$miertelnoscig transfekowanych komorek (jak w przypadku sekwencji kodujacej
biatkko BPV1-E7), najprawdopodobniej ze wzgledu na wysoka toksyczno$é¢
zastosowanego konstruktu.



