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Hroniskas vieglas hipoksijas ietekme uz genoma nestabilitati
HER2+ krats veza Sunu linija SK BR-3
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Miki Nakazawa-Miklasevica, Edvins Miklasevics
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Ievads. Genoma nestabilitate ir nozimigs kancerogenézes faktors. Hromosomu aberaciju pastip-
rinata veidoSanas ir saistita ar intensivaku véZa Stunu daliSanos, vietéjas invazijas un attalu metastazu
risku, ka ar1 ar rezistenci pret terapiju. Protoonkogéna ERBB2 (HER-2/neu) amplifikacija pacientém ar
kruts vezi ir saistita ar sliktu prognozi daleji augstakas genoma nestabilitates del. Ari audzeja hipok-
hipoksija ietekmé DNS bojajuma atbildes reakcijas un reparacijas mehanismus un veicina agresivaku
véZa Sunu populaciju selekciju.

Darba merkis, materials un metodes. Petijuma merkis bija noteikt hroniskas hipoksijas
ietekmi uz genoma nestabilitati HER2+ tipa kruts véZa Sunu linija SK-BR-3 (ATCC®HTB-30). Genoma
nestabilitate tika raksturota ar mikrokodolu ipatsvaru populacija, DNS luizumpunktu skaitu, genoma
kopiju skaita izmainam (CNV) un ar genoma stabilitati saistito genu (BRCA1, FANCD2, CDC25A, RAD17,
SMC1, ATM, ATR, CHEK1, CHEK2, H2AFX, TP53) ekspresiju. Stinu linija ¢etrus parsejumus tika kulti-
veta viegla hipoksija (2,0 % O,; Biospherix) un normoksija (19,5% O,; kontrole) tris atkartojumos. Katra
parsesanas reize Stnu paraugs tika lizets DNS un RNS izdaliSanai, bet péec 3. parséjuma Stnas tika
uzsetas ari mikrokodolu analizei. CNV - analizétas péc 2. un 3. parseéjuma. Mikrokodolu analize veikta
ar InCell Analyzer 2200 (GE Healthcare) pec fiksétu un permeabilizétu Stinu citoplazmas ieziméeSanas ar
antivielu pret tubulinu (ab80779, Abcam), bet kodolu un mikrokodolinu ieziméSanas - ar DAPL. Attela
analize tika veikta ar InCell Investigator 1.6.3. CNV noteiktas ar genotipeSanas mikroCipu Human
CytoSNP-12.1 BeadChip ([llumina). CNV rezultatu sakotnéja analize tika veikta ar GenomeStudio 2.0
programmu. Génu ekspresijas izmainas noteiktas ar kvantitativo PCR (Viia 7™; Applied Biosystems). Visi
paraugi analizeti tris atkartojumos. Rezultatu statistiska apstrade veikta ar R Core Team programmu.
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Rezultati. Hroniskas vieglas hipoksijas ietekme HER2+ kriits véZa Sunu linija SK-BR-3 mikro-
kodolu skaits palielinajas 3,3 reizes, salidzinot ar normoksiju (attiecigi 25,38 un 5,86 mikrokodoli uz
1000 Sunam; p < 0,0001). Adaptacija vieglai hipoksijai sakotngji bija saistita ar genoma kontrakciju un
lizumpunktu skaita samazinasanos (normoksija vs. hipoksija péc 2. parsejuma: DNS indekss attiecigi
2,0644 un 1,8989; luizumpunktu skaits - attiecigi 4573 un 2678). Turpmaka hroniskas vieglas hipok-
sijas ietekmé kopeéjais DNS daudzums §iina turpinaja samazinaties, bet palielinajas lizumpunktu
skaits (hipoksija pec 3. parséjuma - DNS indekss 1,8926, luizumpunktu skaits - 3037), liecinot par
genomiskas heterogenitates pieaugumu populacija. Hroniska viegla hipoksija pastiprinajas DNS boja-
juma atbildes reakcijas ATM-CHEK?Z signalcela génu un samazinajas DNS dubultparravumu reparacija
iesaistito génu (H2AFX, BRCA1, FANCD?Z) ekspresija.

Secinajumi.

1. Hroniska viegla hipoksija HER2+ kriits veZa Stnu linija SK-BR-3 pastiprina genoma
nestabilitati.

2. Sakotneja adaptacija hroniskai vieglai hipoksijai pétitaja Stnu linija ir saistita ar genoma
kontrakciju un genétiskas heterogenitates samazinasanos.

3. Luzumpunktu skaita izmainas liecina, ka pec sakotnejas to petitas Stunu linijas celmu selek-
cijas - kas izdzivo un pielagojas hroniskai vieglai hipoksijai - pastiprinas genoma izmainu
veidoSanas.

4. DNS dubultparravumu reparacija iesaistito génu ekspresijas samazinaSanas liecina par
samazinatu DNS reparacijas kapacitati petitaja HER2+ Stinu linija hroniska viegla hipoksija.

Valsts pétijumu programma “BIOMEDICINE 2014-2017", projekts Nr. 5.5. “Personalizéta veZa diag-
nostika un terapijas efektivitates noteikSana’.
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