PUVODNI PRACE

Exprese a funkéni charakterizace miR-34c

u karcinomu délozniho hrdla

Expression and Functional Characterization of miR-34c

in Cervical Cancer

Sommerova L.!, Frafikova H.!, Anton M.?, Jandakova E.3, Vojtések B.", Hrstka R.

'Regionadlni centrum aplikované molekuldrni onkologie, Masarykv onkologicky Ustav, Brno
>Gynekologicko-porodnicka klinika LF MU a FN Brno
3Ustav patologie, LF MU a FN Brno

Souhrn

Vychodiska: Karcinom délozniho hrdla je ¢tvrtym nejcastéjsim onkologickym onemocnénim
u Zen a v drtivé vétsiné pfipadu je spojen s infekci lidskymi papilomaviry. Virové infekce jsou
obvykle doprovazeny morfologickymi zménami epitelialnich bunék, aviak pomoci stavajicich
dostupnych vysetfovacich metod neni lehké rozlisit, zda se jedna o projevy produktivni infekce,
nebo zmény vedouci ke vzniku maligniho onemocnéni. Z toho ddvodu stale narlista potieba
nalézt vhodné diagnostické biomarkery karcinomu délozniho hrdla, napf. ve formé miRNA,
tj. malych nekddujicich molekul RNA regulujicich genovou expresi. Materidl a metody: Hla-
dina miR-34c v cervikalnich naddorovych liniich byla stanovena pomoci kapkové digitalni poly-
merazové fetézové reakce. Zvyseni a inhibice exprese miR-34c in vitro bylo dosazeno pomoci
transientni transfekce s vyuzitim specifickych oligonukleotidd, a to miRNA mimikujicich, nebo
miRNA inhibujicich. Bunécna proliferace byla analyzovéna barvenim krystalovou violeti s na-
slednym spektrofotometrickym mérenim. Zmény v migra¢nich vlastnostech byly studovéany
pomoci,scratch” testu. Exprese vybranych proteinl byla stanovena imunochemicky. Vysledky:
Inhibice exprese miR-34c byla spojena s mirnym zvysenim bunécné proliferace a predevsim
s vyraznym zvysenim schopnosti bunék migrovat. Analyza exprese miR-34c provadéna na sou-
boru 39 dysplastickych tkani a 35 vzorkd zdravych kontrol nasledné ukazala signifikantni rozdil
(p <0,01) v hladiné této miRNA. Zdveér: Komparativni expresni analyza prokazala signifikantné
snizenou expresi miR-34c u prekancerdz délozniho hrdla v porovnani s normalnim netransfor-
movanym epitelem. Pfi modulaci exprese miR-34c in vitro byla potvrzena tumor supresorova
uloha miR-34c u cervikalnich malignit.
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EXPRESE A FUNKCNI CHARAKTERIZACE MIR-34C U KARCINOMU DELOZNIHO HRDLA

Summary

Background: Cervical cancer is the fourth most common cancer in women and is usually associated with human papillomavirus infection. Viral
infections are usually characterized by morphological changes of epithelial cells; however, it is difficult to determine using recently available
screening methods whether the changes are caused by productive infection or by malignant disease. Thus, new efforts are required to find
novel diagnostic biomarkers of cervical cancer, such as miRNAs, which are small non-coding RNAs involved in the regulation of gene expre-
ssion. Materials and Methods: miR-34c levels in cervical cancer cell lines were determined by the droplet-digital polymerase chain reaction.
Changes in miR-34c expression in vitro were achieved by transient transfection with a specific miRNA mimic and inhibitor oligonucleotides.
Cell proliferation was analyzed by crystal violet staining followed by spectrophotometric measurements. The effect on migratory properties
was studied using a,scratch” assay. Western blotting analysis was used to determine the expression of selected proteins. Results: The downre-
gulation of miR-34c expression was associated with a slight increase in cellular proliferation and a significant increase in cell migration. The
analysis of miR-34c expression performed on a set of 39 dysplastic tissues and 35 samples of healthy controls subsequently revealed a significant
difference (p < 0.01) in the level of this miRNA. Conclusion: Comparative expression analysis revealed lower expression of miR-34c in cervical
precanceroses than in normal untransformed epithelium. in vitro modulation of miR-34c expression revealed its tumor suppressor role in cervical

malignancies.
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Uvod
Karcinogeneze délozniho hrdla je vice-
stupniovy proces, ktery je zapocat infekci
lidskymi papilomaviry (human papillo-
mavirus — HPV) s naslednou epizomalni
perzistenci viru v hostitelské bunce
a jeho zaclenénim do genomu. A¢-
koli bylo popsano vice nez 200 rdznych
kmen lidskych HPV [1], se vznikem pre-
kanceréz a naslednym nadorovym one-
mocnénim jsou spojovany tzv. high-
-risk kmeny, predevsim HPV16 a HPV18,
které jsou plivodcem pfiblizné 70 %
vsech karcinom délozniho hrdla [2]. Sa-
motnému vzniku karcinomu predchazi
vyvoj pres prekancerdzu, tzv. high-grade
dlazdicobunécnou intraepitelidlni lézi
(high-grade squamous intraepithelial
lesions — HSIL). Za iniciaci maligni trans-
formace jsou zodpovédné zejména vi-
rové onkoproteiny rané faze E6 a E7,
které inhibuji tumor supresorové pro-
teiny p53 a pRb (retinoblastomovy pro-
tein). Protein p53 se aktivné podili na
celé fadé protinddorovych funkci, v¢. re-
gulace apoptézy, bunécného cyklu, ge-
nomové stability, angiogeneze a dalsich
procesd spojenych s maligni transfor-
maci. pRb predevsim blokuje bunécny
cyklus v G1 fazi, ¢imz brani burikdm, aby
se nekontrolované mnozily. V pripadé,
Ze je bunka pfipravend k déleni, dochazi
k fosforylaci pRb a tim jeho inaktivaci [3].
Vzhledem ke skutec¢nosti, ze stavajici
dostupné vysetiovaci metody nedokdzi
rozlisit, zda morfologické zmény v epi-
telu délozniho hrdla povedou ke vzniku

nadoru ¢i nikoli, roste akutni potieba
nalézt diagnostické biomarkery umoz-
Aujici stanovit riziko vzniku karcinomu
délozniho hrdla. Aktudini a znac¢né atrak-
tivni moznost v tomto sméru predstavuji
malé nekdédujici RNA molekuly zvané
mikroRNA (miRNA). miRNA se obvykle
vazi na 3' UTR oblast (3’ untranslated re-
gion), tedy 3’ neprekladanou oblast ci-
lové mRNA, a indukuji jeji degradaci
nebo inhibuiji jeji translaci [4-6]. Mohou
tudiz plnit funkci onkogend, kdy inhi-
buji expresi nadorovych supresor( a je-
jich hladina je v nddorové tkani zvyseng,
nebo mohou mit naopak funkci antion-
kogenni a inhibovat expresi onkogend,
v tomto pfipadé se v maligni tkani ob-
vykle setkdvame s jejich snizenou hladi-
nou. Pravé diky zménam exprese v na-
dorové tkdni mohou miRNA slouzit jako
diagnostické, prediktivni a prognostické
biomarkery, ¢i dokonce i jako 1é¢ebné
modality uplatnitelné pfi terapii nadoro-
vych onemocnéni [7].

Spektrum miRNA spojenych s karcino-
mem délozniho hrdla neni kompletné
popsano, stejné tak ani uloha doposud
popsanych miRNA ve vzniku a rozvoji to-
hoto onemocnéni. V nasi praci jsme se
zaméfili na rodinu miR-34, pfedevsim
miR-34c, jejiz ¢lenové se uplatiuji jako
nadorové supresory, nebot casto zasta-
vaji ulohu prostiednik(i v ramci signali-
zace mezi proteinem p53 a jeho cilovymi
molekulami a podileji se tak na regulaci
bunécné proliferace, migrace, invazivity,
angiogeneze a apoptdzy [8,9].

Material a metody

Bunécné linie odvozené od karcinomu
délozniho hrdla C-4l, HelLa (obé HPV18+),
Ca Ski a SiHa (obé HPV16+) byly kultivo-
vany v D-MEM (HeLa), RPMI (Ca Ski, SiHa)
a McCoy'’s (C-4l) médiu s pridavkem 10 %
fetdlniho bovinniho séra (fetal bovine
serum—FBS) pfi37°Ca5 % CO,.Buriky byly
transfekovany s vyuzitim polyethylen-
iminu (PEI) specifickymi oligonukleotidy
(miRVana microRNA), které napodobuji
(miR-34c mimic, kat. ¢islo — 4464066) nebo
inhibuji endogenni miRNA (miR-34c
inhibitor, kat. ¢islo — 4464084). V prvnim
kroku transfekce bylo smichano bezsé-
rové médium s oligonukleotidy a k nim
se pak pfidal PEl. Po 15min inkubaci
za pokojové teploty se smés prikapala
k bunkam.

Klinicky material

V rdmci studie bylo analyzovéno celkem
74 vzorkl — 39 pochazelo z dysplastické
a 35 z prilehlé normalni tkané délozniho
hrdla. Jednalo se o vzorky z konizaci pro-
vadénych v letech 2011-2014. Vsechny
pacientky podepsaly informovany sou-
hlas s vyuzitim klinického materidlu k vé-
deckym uceltm.

Kvantifikace nukleovych kyselin

Celkova RNA byla izolovéna z bunék po-
moci TRIZOL reagentu (VWR). Po izolaci
RNA byla stanovena jeji Cistota a kon-
centrace pomoci spektrometru Na-
noDrop 1000. Pro urceni Cistoty byl sta-

noven pomér absorbanci A, /A

260nm 280nm
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a pouze RNA, u kterych byl pomér v roz-
mezi hodnot 1,9-2,1, pak byly pfe-
psané (10 ng RNA) do ¢cDNA pomoci kitu
(TagMan miRNA Reverse Transcription
Kit) s vyuzitim specifickych primerd pro
miR-34c¢ (Applied Biosystems). Kapkova
digitalni polymerazova fetézova reakce
(droplet-digital polymerase chain re-
action - ddPCR) byla pouzita pro abso-
lutni kvantifikaci molekul nukleovych
kyselin. Vzorky cDNA byly smichéany
s fluorescenénimi sondami (TagMan
MicroRNA Assays, Applied Biosystems),
mastermixem (ddPCR Supermix for Pro-
bes, Bio-Rad) a olejem (ddPCR Dro-
plet Generation Oil for Probes, Bio-
-Rad). Pomoci generatoru mikrokapek
(QX200 droplet generator, Bio-Rad) se
vytvofily olejové mikrokapky, které pak
byly podrobeny PCR reakci dle instrukci
vyrobce. Mikrokapky byly nasledné ana-
lyzovany fluorescen¢nim detektorem
(QX200 droplet reader, Bio-Rad).

Analyza bunécné proliferace

Transfekované bunky byly po 24hod in-
kubaci spocitany a presny pocet bunék
(5 000) byl nanesen na jamku 96jam-
kové desky. Buniky byly kultivovany dal-
Sich 24 hod, médium nasledné odsato
a bunky promyty. Poté byly burky fi-
xovany a obarveny ve fixacné-barvicim
roztoku slozeném z formaldehydu, me-
tanolu a krystalové violeti po dobu pfi-
blizné 20 min. Po odstranéni zbytku
barviciho roztoku byly buriky promyty
vodou a vysuseny. Obarvené buriky byly
rozpustény v 2% dodecylsiranu sodném
(SDS) a modré zbarveni bylo méfeno
spektrofotometricky pfi vinové délce

relativni proliferace

595 nm. Méfeni proliferace bylo opako-
vano ve 3 nezavislych opakovanich.

»Scratch” test

Buriky byly 24 hod po transfekci nasa-
zeny na 6jamkovou desku tak, aby se
vytvofila konfluentni vrstva bunék, ve
které byla vytvofena ryha pomoci plas-
tové Spicky. Postupné zacelovani ryhy
bylo pozorovéno pod mikroskopem, sni-
mano kazdé 4 hod a nasledné vyhod-
noceno pomoci Tscratch software [10]
(CSElab, ETH). Byly provedeny vzdy cel-
kem 3 nezdvislé experimenty.

Western blotting analyza

Buriky byly po transfekci lyzovany v ly-
za¢nim pufru, ktery obsahoval NP-40 de-
tergent, proteadzové a fosfatazové inhi-
bitory. Proteiny byly separovany pomoci
SDS polyakrylamidové gelové elektrofo-
rézy a poté preneseny na nitrocelulé6zovou
membranu. Cilové proteiny byly deteko-
vany pomoci specifickych primérnich pro-
tildtek rozeznavajicich — p21 (118, vlastni),
p53 (DO-1, vlastni), aktin (Santa Cruz Bio-
technology), MDM2 (2A9, vlastni) a na-
sledné vhodnych sekundarnich protilatek
(Santa Cruz Biotechnology, USA) konju-
govanych s peroxidazou. Signaly nava-
zané protilatky byly detekované pomoci
chemiluminiscence.

Statistika

Komparativni analyza exprese miRNA
pochazejici z prekanceréz délozniho
hrdla vzhledem ke kontroldam tvorenym
pfilehlymi netransformovanymi tkanémi
byla provedena pomoci neparametric-
kého Mann-Whitney U testu.

relativni proliferace
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Graf 1. Pomoci ddPCR byl stanoven ab-
solutni pocet kopii miR-34c vzhledem
k dané reakéni smési (koncentrace) na pa-
nelu cervikalnich buné¢nych linii, které
jsou k dispozici na pracovisti RECAMO.
ddPCR - kapkova digitalni polymerazova
fetézova reakce

Vysledky

Na panelu ¢tyf nddorovych bunéénych
linii odvozenych od cervikdlniho karci-
nomu byla pomoci ddPCR stanovena
hladina miR-34c. Nejvyssi hladina miRNA
byla detekovana u bunécéné linie Ca Ski,
a to témér desetindsobné vyssi v porov-
nani s ostatnimi testovanymi bunéénymi
liniemi (graf 1). Znatelné nizsi hladina
miR-34c¢ byla pozorovéna u HPV18+ bu-
nécnych linii HeLa a C-4l. U buné¢né
linie SiHa se exprese miR-34c pohybo-
vala na hranici limitu detekce. Pro dalsi
studium byla vybrana HPV16+ bunéc¢na
linie Ca Ski, vykazujici nejvyraznéjsi

NEG 341

34M NEG

341 34M

Graf 2. Stanoveni proliferace u bunécnych lini Ca Ski a HeLa. Celkem 24 hod po transfekci byly buriky barveny pomoci krystalové
violeti s naslednym spektrofotometrickym stanovenim intenzity fialového zbarveni, které je pfimo imérné mnozstvi bunék.
NEG - negativni kontrola (buriky transfekované nespecifickym oligonukleotidem)
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Obr. 1. Analyza bunéc¢né migrace. Celkem 36 hod po transfekci 341 nebo 34M byla stanovena schopnost bunék Ca Ski (A) a HelLa (B)
migrovat pomoci scratch testu. Jako kontrola (NEG) slouzily buriky transfekované nespecifickymi oligonukleotidy. Experiment byl

proveden 3x s podobnym vysledkem.

NEG - negativni kontrola (buriky transfekované nespecifickym oligonukleotidem)

expresi miR-34¢, a bunécna linie Hela
jako predstavitel HPV18+ bunék.

V rdmci funk¢ni analyzy dlohy miR-34c
béhem maligni transformace a progrese
cervikalniho karcinomu byl do nadoro-

vych bunék vnesen bud' specificky in-
hibitor miR-34c (34l) s cilem redukovat
expresi endogenni miR-34c¢, nebo na-
opak specificky oligonukleotid mimiku-
jici pfitomnost miR-34c (34M). Nasledné

stanoveni proliferace u buné¢nych linii
Ca Ski a Hela ukazalo, Ze v pfipadé inhi-
bice miR-34c Ize u obou bunécnych linii
pozorovat obdobny trend, nebot burky
transfekované 34l vykazovaly v porov-
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Graf 3. Komparativni analyza hladiny
miR-34c u cervikalnich prekanceréz (T)
a prilehlé netransformované tkané (N).

nani s kontrolnimi bufikami intenziv-
néjsi proliferaci (graf 2). V pfipadé trans-
fekce 34M nebyly vysledky konzistentni.
Bunécna proliferace byla méfena také
po 36 a 48 hod s podobnym vysledkem.

MozZnost, Ze se miR-34c néjakym zpU-
sobem Ucastni mechanizm zodpovéd-
nych za citlivost/rezistenci nddorovych
bunék karcinomu délozniho hrdla k che-
moterapeutikdim, byla analyzovéna po-
moci testu viability (MTT test). Buriky
transfekované 341 nebo 34M byly vysta-
veny plsobeni cytostatik bézné pouzi-
vanych pfi chemoterapii, konkrétné to-
potekanu, cisplatiné a paklitaxelu. Bylo
vsak zjisténo, Ze zména v hladiné miR-34c
zasadnim zplsobem neovlivnila citli-
vost bunék odvozenych od cervikalniho
karcinomu k testovanym cytostatikiim
(data neuvedena).

Vliv miR-34c na bunécnou migraci
byl stanoven pomoci tzv. scratch testu.
Buriky transfekované 341 migrovaly vy-
razné rychleji nez kontrolni bunky
(obr. 1). Naproti tomu bunky transfe-
kované 34M slouzicim jako uméla exo-
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Obr. 2. A) Analyza metylaci promotoru miR-34c s vyuzitim online databaze MetHC.
Intenzita metylace promotoru pro miR-34c byla porovnavana mezi vzorky pochazeji-
cimi ze souboru CESC a zdravymi kontrolami (vlevo); **p < 0,005. B) Imunochemicka
analyza zmén exprese vybranych proteinl po transfekci bunék Ca Ski a HelLa inhibito-
rem miR-34c (341) a miR-34c mimikujicimi oligonukleotidy (34M).

CESC - cervikalni spinoceluldrnf karcinom a endocervikalni adenokarcinom

genni miRNA vykazovaly pomalejsi mi-
graci. Z téchto vysledkd je patrné, ze
miR-34c se v epitelidInich burikach dé-
lozniho hrdla pfimo podili na inhibici bu-
nécné migrace.

Tumor supresorovou Ulohu miR-34c
potvrzuji i vysledky analyzy prekanceréz
pochazejicich z délozniho hrdla. Kon-
krétné byla hladina miR-34c stanovena
u 39 HSIL a u 35 pfilehlych netransfor-
movanych tkani. Z grafu 3 je patrné, ze
exprese miR-34c byla u dysplazii signi-
fikantné snizena (p < 0,01) v porovnani
s pfilehlou zdravou tkani.

S cilem nastinit mechanizmus, ktery
by se mohl uplatiiovat pfi regulaci ex-
prese miR-34c, bylo pouzito srovnani
sekvenci s on-line databazi MethHC [11].
Zietelné se ukazalo, Ze ve vzorcich po-
chazejicich z nddorovych tkani dochazi
casto k hypermetylaci promotoru pro
miR-34c v porovnani s kontrolnimi zdra-
vymi tkanémi (obr. 2A). Na zékladé jiz
publikovanych ¢lankd, které Gzce pro-
pojuji miR-34c a p53, jsme sledovali, zda
budou mit zmény v hladiné miR-34c vliv
na expresi p53 a jeho cilovych molekul.

Imunochemicka detekce prokazala, ze
po transfekci Ca Ski bunék 34M doslo
k mirné indukci exprese MDM2, p53,
p21 i LC3b, zatimco transfekce 34l ne-
méla zadny efekt (obr. 2B).

Diskuze

miRNA hraji dlilezitou Ulohu v fadé pato-
logickych procest, v¢. maligni transfor-
mace. Mnoho praci se zabyva studiem
odlisné exprese miRNA v nadorovych
a pfilehlych nenddorovych tkanich se
zamérem objevit miRNA, které by mohly
slouzit jako biomarkery nebo konkrétni
cile vyuzitelné pfi |é¢bé nadorovych
onemocnéni.

Tumor supresorovd uloha rodiny
miR-34, jez je tvofena miR-34a/b/c, byla
prokazana v fadé studii zabyvajicich se
funkci této miRNA u nadorovych one-
mocnéni, konkrétné se jedna o nékteré
epitelidlni nadory (karcinom plic, sli-
nivky bfisni, mlécné zlazy, prostaty, Za-
ludku, vajecnik(, stieva a konecniku),
melanomy, neuroblastomy, leukemie
a sarkomy [12]. Bylo zjisténo, Ze hladina
téchto miRNA je regulovéna proteinem
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p53, ktery indukuje jejich expresi pfi ge-
notoxickém stresu obvykle vedoucim
k poskozeni DNA [13]. V navaznosti na
zvysenou expresi rodiny miR-34 pak ob-
vykle dochdzi k indukci apoptoézy a bu-
nécné senescence. Nejznaméjsim za-
stupcem rodiny miR-34 je miR-343,
v pfipadé této miRNA bylo popsano sni-
Zeni hladiny i u karcinomu délozniho
hrdla v porovnani s pfilehlymi netrans-
formovanymi tkdanémi, a to hned v né-
kolika nezavislych studiich [14,15]. Stran
miR-34c a cervikalnich malignit jsou sta-
vajici literarni zdroje zna¢né omezenéjsi.
Expresnim profilovanim cervikalnich
prekanceréz a hierarchickou klastrovou
analyzou bylo identifikovano 12 odlisné
regulovanych miRNA, v¢. miR-34c. Stu-
die deklaruje, ze na zakladé identifiko-
vaného panelu miRNA je mozné rozlisit,
zda se jednd o dysplasticky epitel, nebo
normalni tkan [16].

V nasi praci jsme se zaméfili na validaci
Ulohy miR-34c jako nadorového supre-
soru a na moznosti jejiho vyuziti pii de-
tekci cervikélnich dysplazii. miR-34c po-
tvrdila svij diskriminaéni potencidl pfi
expresni analyze, ktera prokazala jeji sni-
zenou hladinu u prekanceréz ve srovnani
s kontrolni netransformovanou tkani.
Soucasné tato miRNA vykazovala rysy na-
dorového supresoru, nebot se pfi funkc-
nich analyzdch na modelovych buné¢-

nych liniich odvozenych od cervikalniho
karcinomu podilela na inhibici buné¢né
proliferace a schopnosti bunék migrovat.
Tyto vysledky potvrzuji ddlezitou ulohu
miR-34c v patogenezi a progresi cervikal-
nich malignit na molekularni Urovni a na-
znacuji moznosti jejiho budouciho vyu-
ziti v onkogynekologické praxi.

Zavér

Funkéni analyza exprese miR-34c v lid-
skych néddorovych buné¢nych liniich od-
vozenych od karcinomu délozniho hrdla
prokdzala tumor supresorovou ulohu
této miRNA. Signifikantni rozdil v hladiné
miR-34c mezi HSIL a normalnim dlazdi-
cobunécnym cervikalnim epitelem, kde
je exprese miR-34c vyrazné vyssi, zie-
telné dokresluje vyznam miR-34c pfi kar-
cinogenezi délozniho hrdla.
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