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Wykaz stosowanych skrotow i symboli

3pK

A375
AKT
AKTI1

Arf/ps3

ATCC

ATF3

Atg

ATP
BTrCP
Bax
Bcl-2

Bim

BMI-1

BCSC
C57BL/6
c-Fos
c-Myc
CAM

CBX4

CDh

CDH1
CDK 2,4,6
CG

(ang. Mitogen-activated Protein Kinase Activated Protein Kinase 3)
serynowo-treoninowa kinaza MAPKAPK3

linia komorkowa czerniaka
(ang. protein kinase B, PKB) biatkowa kinaza serynowo-treoninowa

(ang. RAC-alpha serine/threonine-protein kinase) gen kodujacy
biatko o aktywnosci kinazy serynowo-treoninowe;j

(ang. ADP-ribosylation factor/protein 53) szlak zaangazowany
w regulacj¢ cyklu komérkowego

(ang. American TypeCulture Collection) amerykanska organizacja
non-profit, ktéra zbiera, przechowuje i1 dystrybuuje mikroorganizmy
1 linie komorkowe oraz biopreparaty do badan naukowych

(ang. cyclic AMP-dependent transcription factor ATF-3) gen
kodujacy czynnik transkrypcyjny

(ang. autophagy-related protein) biatko zaangazowane w proces
autofagii

(ang. adenosine triphosphate) adenozyno-5'-trifosforan

(ang. p-transducing repeat-containing protein) ligaza ubikwitynowa
(ang. Bcl-2-like protein 4) biatko proapoptotyczne z rodziny Bcl-2
(ang. B-cell ymphoma 2) biatko antyapoptotyczne

(ang. Bcl-2-like protein 11) biatko proapoptotyczne z podrodziny
BH3-only (ang. Bcl-2 modifying factor)

(ang. B lymphoma Mo-MLYV insertion region I homolog) biatko
kompleksu PRC1

(ang. breast cancer stem cells) komorki macierzyste raka piersi
mysi model badawczy

protoonkogen, czynnik transkrypcyjny

(ang. myelocytomatosis) protoonkogen, czynnik transkrypcyjny

(ang. chorioal Latonic membrane) blony kosmoérkowo-owodniowa
kurzych zarodkow

(ang. chromobox) biatko Polycomb posiadajgce chromodomeng
(ang. cluster of differentiation) glikoproteiny powierzchniowe
gen kodujacy E-kadheryng

(ang. cyclin-dependent kinase) kinazy zalezne od cyklin 2,4,6

(ang. chorionic gonadotropin) gonadotropina kosmoéwkowa



CHIP

CHK2
CP20
CRH

CSC
DPBS

DU145
E2F-1
ECA109
ECACC

EMT

Ets-1

ER
FBS
FIGO

FOXM1
FOXO0O1
FOXO03a
GBC-SD
Granta-519
GSC
GSK-3p

H2A
H3K4
H3K79

(ang.  chromatin  immunoprecipitation) — immunoprecypitacja
chromatyny

(ang. checkpoint kinase 2) kinaza serynowo-treoninowa
linia komorkowa raka jajnika

(ang. corticotropin-releasing hormone), kortykoliberyna, hormon
uwalniajacy kortykotroping

(ang. cancer stem cells) nowotworowe komorki macierzyste

(ang.  Dulbecco's  Phosphate-Buffered  Saline)  buforowana
fosforanem sdl fizjologiczna Dulbecco

linia komoérkowa raka prostaty
(ang. E2F transcription factor 1) czynnik transkrypcyjny
linia komorkowa raka przetyku

(ang. European Collection of Authenticated Cell Cultures)
Europejska  Kolekcja Hodowli Komérkowych, dysponujaca
materiatem pochodzacym z roéznych narzadow i1 reprezentujacym
odmienne wlasciwosci

(ang. epithelial-mesenchymal transition) przejScie epitelialno-
mezenchymalne

(ang. v-ets erythroblastosis virus E26 oncogene homolog 1 (avian))
czynnik transkrypcyjny

(ang. estrogen receptor) receptor estrogenowy

(ang. fetal bovine serum) ptodowa surowica bydleca

(ang. International Federation of Gynecology and Obstetrics)
Miedzynarodowa Federacja Ginekologii i Potoznictwa

(ang. Forkhead Box M1) czynnik transkrypcyjny

(ang. Forkheadbox protein O1) czynnik transkrypcyjny

(ang. Forkheadbox class O 3a) czynnik transkrypcyjny

linia komorkowa woreczka zotciowego

linia komorkowa chtoniaka

(ang. glioblastoma stem-like cells) komorki macierzyste glejaka

(ang. glycogen synthase kinase 3 beta) 3-kinaza syntazy
glikogenowe;j

histon H2A
lizyna 4 histonu H3
lizyna 79 histonu H3



H-RAS

HCT116
HEC-1A
Hedgehog

HepG2
HEPES

HEY2

HL-60
HSC

HTH

IL-6

ILK
INK4A/ARF

INPP4B

INPPSD

Ishikawa
JeKo-1
JVM-2
K-Ras

KLF4
LC3-11

LSC

(ang. Harvey rat sarcoma viral oncogene homolog) ludzki homolog
onkogenu H-ras obecny w wirusie migsaka Harveya u szczurow

linia komorkowa raka jelita grubego

linia komorkowa raka endometrium

szlak odgrywajacy istotng role¢ w utrzymaniu wtasciwosci komorek
macierzystych

linia komorkowa raka watroby

kwas 4- (2-hydroksyetylo) -1-piperazynoetanosulfonowy, czynnik
buforujacy

(ang. hairy/enhancer-of-split related with YRPW motif protein 2)
czynnik transkrypcyjny

linia komorkowa ostrej biataczki szpikowe;j

(ang. hematopoetic stem cells) hematopoetyczne komorki
macierzyste

(ang. helix-turn-helix) struktura heliks-skret-heliks

(ang. interleukin 6) interleukina 6

(ang. integrin-linked kinase) kinaza zwigzana z integrynami

(ang. inhibitor of kinase 4/alternative reading frame) koduje biatka
pl6ipl4d

(ang. inositol polyphosphate 4-phosphatase type II) fosfataza
zaangazowana w odlaczenie grupy fosforanowej od (3.4,5)-
trisfosforanufosfatydyloinozytolu do fosfatydyloinozytolu 4,5-
bisfosforanu

(ang. inositol  polyphosphate  5-phosphatase 1) fosfataza
zaangazowana w odlaczenie grupy fosforanowej od (3.4,5)-
trisfosforanu  fosfatydyloinozytolu do fosfatydyloinozytolu 4,5-
bisfosforanu

linia komoérkowa raka endometrium
linia komorkowa chloniaka
linia komorkowa chloniaka

K-Ras (ang. Kirsten ras oncogene homolog) gen kodujacy mate
biatko o aktywnos$ci GTP-azy

(ang. Krippel-like factor 4) czynnik transkrypcyjny

(ang. microtubule-associated protein light chain 3) bialko
zaangazowane w proces autofagii

(ang. leukemic stem cells) bialaczkowe komorki macierzyste



MAPKAPK?2

MAVER-1
MCF-7
MCL-1
MDA-MB-231
MDM2

Mell8
MHCC97-H
MINO

MMP
MOLM-13/14
MRP1

mTORC2

MTT

MYCN

MV4-11
NANOG

NCEBI1
NF-xB

NLS
Notch
NPC

NVP-LDE-225/
Erismodegib
OCI-ALM3

(ang. MAPK-activated protein kinase 2) kinaza aktywowana
mitogenami

linia komorkowa chtoniaka

linia komorkowa raka piersi

(ang. myeloid cell leukemia I) biatko antyapoptotyczne

linia komorkowa raka piersi

(ang. E3 ubiquitin-protein ligase Mdm?2) ligaza ubikwitynylowa E3
czynnik transkrypcyjny

linia komorkowa raka watroby

linia komorkowa chtoniaka

(ang. metaloproteinase) metaloproteinazy

linia komorkowa ostrej biataczki szpikowe;j

(ang. multi-drug resistance protein 1) biatko wplywajace na
chemioopornos¢ komorek nowotworowych

(ang. mTOR (mammalian target of rapamycin) complex 2) kinaza
serynowo-treoninowa

(ang. 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide)
sol tetrazolowa(bromek 3-(4,5dimetylotiazol-2-yl)- 2,5-
difenylotetrazoliowy)

(ang. v-myc  myelocytomatosis  viral  related

neuroblastoma derived (avian)) czynnik transkrypcyjny

oncogene,

linia komorkowa ostrej biataczki szpikowe;j

(ang. Homeobox protein NANOG) gen kodujacy czynnik
transkrypcyjny

linia komodrkowa chloniaka

(ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells)

czynnik transkrypcyjny

(ang. nuclear localization signal) sygnat lokalizacji jadrowej
szlak sygnalowy odpowiedzialny za proliferacj¢ komorek
Stem  Cell) komorki

(ang. Neural Progenitor neuronalne

progenitorowe

inhibitor biatka smoothened

linia komorkowa ostrej biataczki szpikowe;j



OCT-4

OvCa
OVCAR
pl4

pl 6N R

p21
p53

PAF
PARK2
PET
PDGFRA 9

PDK1

PE
PEST

PHLPP1/2
PI3K
PIK3CA
PINK1

PIP2

PIP3

PMSF
PODXL

(ang. octamer-binding transcription factor 4) gen kodujacy czynnik
transkrypcyjny

linia komorkowa raka jajnika

linia komorkowa raka jajnika

(ang. protein 14) biatko o masie czasteczkowej 14 kDa

(ang. protein 16/Retinoblastoma) szlak komoérkowy zaangazowany
w regulacje cyklu komérkowego

(ang. protein 21) biatko o masie czasteczkowej 21kDa, inhibitor
kinaz zaleznych od cyklin

(ang. protein 53) biatko o masie czasteczkowej 53kDa, supresor
nowotworow

(ang. platelet-activating factor) czynnik aktywujacy plytki krwi
(ang. parkin RBR E3 ubiquitin protein ligase) ligaza ubikwitynowa
(ang. polyethylene terephthalate) politereftalanetylenu

(ang. platelet-derived growth factor receptor, alpha polypeptide) gen
kodujacy receptor ptytkopochodnego czynnika wzrostu

(ang. phosphoinositide-dependent kinase 1) kinaza zalezna od
fosfatydyloinozytolu

(ang. phosphatidylethanolamine) fosfatydyloetanoloamina

(ang. proline (P), glutamicacid (E), serine (S), and threonine (7))
region biatka bogaty w proling, kwas glutaminowy, seryng i treoning

(ang. PH Domain And Leucine Rich Repeat Protein Phosphatase
1/2) fosfatazy zangazowane w defosforylacje kinazy AKT

(ang. phosphoinositide 3-kinase) 3-kinaza fosfatydyloinozytolu

(ang.  phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate  3-kinase  catalytic
subunit alpha) gen kodujacy biatko o aktywnosci kinazy serynowo-
treoninowej

(ang. PTEN-induced kinase 1)
mitochondrialna kinaza biatkowa

serynowo-treoninowa

(ang. phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate) fosfatydyloinozytolo-
4,5-bisfosforan

(ang.  phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate ~ 3-phosphatase)
fosfatydyloinozytolo-3,4,5-trifosforan

fluorek fenylometylosulfonylu, inhibitor proteaz serynowych

(ang. podocalyxin-like protein 1) biatko wplywajace na
chemiooporno$¢ komoérek nowotworowych
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POSTN

PP2A

PR
pRB

PRC

PTC-028

PTC-209

PTC-596

PTEN

REC-1
RING1B
RIPK

ROS
RPMI-8226
SAHA

SALL4
SK-HEP1
SLUG
sMEK1

SMMC-7721
Snaill
Sox2

Spl

(ang. periostin) gen kodujacy biatko zaangazowane w adhezje
1 migracj¢ komorek epitelialnych

(ang. protein  phosphatase  24) fosfataza  zaangazowana
w defosforylacje kinazy AKT
(ang. progesterone receptor) receptor progesteronowy

(ang. phosphorylation of Retinoblastoma) fosforylowane biatko
retinoblastoma

(ang. Polycomb Repressive Complexes) kompleks represyjny
Polycomb

(ang. 6-(5,6-difluoro-2-methyl-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)-N-(4-
(trifluoromethyl)phenyl)pyrazin-2-amine) inhibitor BMI-1

(ang.  N-(2,6-Dibromo-4-methoxyphenyl)-4-(2-methylimidazo[1,2-
a]pyrimidin-3-yl)-2-thiazolamine) inhibitor BMI-1

(ang. S-fluoro-2-(6-fluoro-2-methyl-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)-N4-
(4-(trifluoromethyl)phenyl)pyrimidine-4,6-diamine) inhibitor BMI-1

(ang. phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome ten)
biatko supresorowe o aktywnosci fosfatazy

linia komorkowa chtoniaka
(ang. really intresting New gene 1) biatko kompleksu PRC1

(ang. receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 1) kinaza
serynowo-treoninowa, biatko oddziatywujace z receptorem

(ang. reactive oxygen species) reaktywne formy tlenu
linia komorkowa szpiczaka

(ang. Suberoylanilide Hydroxamic Acid) kwas
suberanilohydroksamowy, inhibitor deacetylazhistonow

(ang. spalt-like transcription factor 4) czynnik transkrypcyjny
linia komorkowa raka watroby
gen kodujacy czynnik transkrypcyjny

(ang. serine/threonine-protein phosphatase 4 regulatory subunit 34)
biatko stymulujace process apoptozy

linia komorkowa raka watroby
(ang. zinc-finger transcription factors) czynnik transkrypcyjny

(ang. sex determining region Y) gen kodujacy czynnik
transkrypcyjny

(ang. specificity protein 1) czynnik transkrypcyjny

11



SUNE-1 5-8F
SUMO

TE13
TIC
TNM
Twistl
U251
U266
U-937
ULK1/2

USP22
XIAP
yH2AX

VEGF

VEGF-C

VMP1

Wnt

Zebl

7138

linia komorkowa raka jamy nosowo-gardtowe;j

(ang. small ubiquitin-related modifier) male biatko podobne do
ubikwityny, biorgce udzial w sumoilacji

linia komorkowa raka przetyku

(ang. tumor-initiating cells) komorki inicjujace nowotwory
Klasyfikacja stopnia zaawansowania nowotworu

(ang. Twist-related protein 1) czynnik transkrypcyjny

linia komorkowa glejaka

linia komorkowa szpiczaka

linia komorkowa ostrej biataczki szpikowe;j

(ang. Unc-51 like autophagy activating kinase 1/2) biatkowe kinazy
serynowo-treoninowe zaangazowane w proces autofagii

(ang. Ubiquitin Specific Peptidase 22) deubikwitynaza
(ang. X-linked inhibitor of apoptosis) inhibitor aktywnos$ci kaspaz

Fosforylowana forma histonu H2AX, marker dwuniciowych peknigc
DNA

(ang. vascular endotelial growth factor) czynnik wzrostu $§rédbtonka
naczyniowego

(ang. vascular endothelial growth factor C) czynnik wzrostu
naczyniowo-srodbtonkowy

(ang. vacuole membrane protein I) biatko zaangazowane w proces
autofagii

(ang. wingless-type like signaling) szlak sygnatowy odgrywa istotng
role w regulacji takich proceséw jak embriogeneza, roznicowanie,
przezywalno$¢ i proliferacja komorek

gen kodujacy czynnik transkrypcyjny bedacy represorem
transkrypcyjnym E-kadheryy

linia komoérkowa chloniaka
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Wstep

Rak endometrium jest cze¢sto wystepujacym nowotworem wsrdd kobiet. Wedtug American
Institute for Cancer Research w 2018 na $wiecie zarejestrowano 380 000 zachorowan na
raka endometrium (22). W Polsce rak endometrium jest czwartym pod wzgledem
zachorowalno$ci nowotworem wsrod kobiet (174).

Raka endometrium diagnozuje si¢ przewaznie u kobiet w okresie okoto
1 pomenopauzalnym, u ktérych czesto wystepuje otylo$¢, nadcis$nienie tetnicze i cukrzyca
(202). Istotng rolg w regulacji wzrostu btony $luzowej trzonu macicy odgrywaja estrogeny
1 progesteron. Wykazano, ze zbyt niski poziom progesteronu w poréwnaniu z poziomem
estrogendw znacznie wplywa na zwigkszenie ryzyka wystgpienia raka endometrium (18).
Badania wykazuja, Zze nadci$nienie wspolistniejace z cukrzycg i otylo$cig moze rowniez
istotnie zwigksza¢ ryzyko wystgpowania raka endometrium (202, 273).

Czynnikami prognostycznymi w przypadku raka endometrium sg wiek pacjentki, stopien
histologicznej zlosliwosci nowotworu, stopien zaawansowania nowotworu wedlug
klasyfikacji FIGO (ang. International Federation of Gynecology and Obstetrics) oraz
status receptora estrogenowego i progesteronowego (59). Pacjentki z nowotworami we
wczesnym stopniu histologicznej ztosliwosci oraz niskim stopniu zaawansowania raka
endometrium wg  klasyfikacji FIGO, a takze posiadajagce ekspresje receptora
estrogenowego i1 progesteronowego wykazuja lepsze rokowania (116).

Rozpoznanie raka endometrium oparte na ocenie zmian patomorfologicznych nie jest
wystarczajagce w celu okreslenia odpowiedniego leczenia. Ustalenie odpowiedniego
leczenia pooperacyjnego u pacjentek z rakiem endometrium pozostaje dla lekarzy duzym
wyzwaniem. Stosowanie radioterapii i chemioterapii u pacjentek z rakiem endometrium
prowadzi do wielu niekorzystnych zmian w organizmie i $miertelnosci wsrdd pacjentek
(30). Mimo prowadzonych badan nad podtozem molekularnym raka endometrium, jest ono
nadal stabo poznane, poniewaz mato jest markerow molekularnych, ktére pozwalalyby na
okreslenie ryzyka wystapienia choroby, diagnozowanie czy monitorowanie leczenia (116).
W zwigzku z tym poszukuje si¢ specyficznych biomarkeréw molekularnych
pozwalajacych na wczesne diagnozowanie, a w przysztosci takze na opracowanie
skuteczniejszych metod terapeutycznych, ktére uwzglednityby molekularny kontekst

1 specyfike nowotworu endometrium (30).
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Jednym z najwazniejszych szlakow przekazywania sygnatow w komodrce wiaczonych
W proces powstawania i progresji nowotworoéw jest szlak kinazy AKT (PKB, ang. protein
kinase B). Zwigkszona aktywnos¢ tego szlaku w komoérkach nowotworowych moze by¢
wynikiem nadmiernej ekspresji receptoréw o aktywnos$ci kinazy tyrozynowej, utraty
ekspresji PTEN, czy amplifikacji albo mutacji w genach PI3K lub AKT (162). Zmiany
w aktywnos$ci szlaku kinazy AKT sa jedna z nieprawidlowosci wystepujacych w raku
endometrium. Sugeruje si¢, ze niska ekspresja fosfatazy PTEN moze by¢ zaangazowana
w patogeneze irozwdj raka endometrium (62). Zmiany w ekspresji PTEN moga by¢
wynikiem mutacji w jego genie lub zmian na poziomie transkrypcji lub translacji. Wyniki
ostatnich badan wykazuja, Ze istotng role¢ w rozwoju raka endometrium moga odgrywac
zmiany epigenetyczne. Jednym z czynnikow, ktore wplywa na regulacje aktywnosci
szlaku AKT jest BMI-1 (ang. B lymphoma Mo-MLYV insertion region 1 homolog) (69,131,
203). Biatko BMI-1 wchodzi w skiad kompleksu PRCI1, ktory odpowiedzialny jest za
ubikwitynylacje lizyny 119 histonu H2A wplywajaca na zahamowanie ekspresji genow.
W komorkach nowotworowych czesto dochodzi do zaburzen ekspresji tego biatka, co
wpltywa na nieprawidtowg regulacje genow kontrolujacych podziaty 1 wzrost komorek,
apoptoze oraz zdolno$¢ komoérek do migracji i inwazji. Nadekspresja BMI-1 wptywa na
wzrost inwazji, angiogenezy i metastazy, nowotworow, a takze sprzyja opornosci na
chemio- i radioterapi¢ wsrod pacjentek (234).

Lepsze zrozumienie procesOw zachodzacych w komoérkach nowotworowych, w ktore moze
by¢ zaangazowane biatko BMI-1 jest istotne w celu znalezienia bardziej skutecznych

strategii terapeutycznych w leczeniu nowotworow.

1. Charakterystyka bialka BMI-1

1.1. Wystepowanie i struktura BMI-1

Biatko BMI-1 kodowane jest u cztowieka przez gen BMII zawierajacy 10 eksonoéw i 9
intronéw, ktory zlokalizowany na krétkim ramieniu chromosomu 10 (Ryec. 1A). Ekspresje
genu BMI1 obserwuje si¢ niemal we wszystkich tkankach. Wyzszy poziom ekspresji tego
genu zaobserwowano w mozgu, gruczolach S$linowych, przetyku, ptucach, jajnikach,
jadrach, tozysku, krwi i szpiku kostnym oraz nerkach (200).

Gen BMII koduje biatko o masie czasteczkowej 36,8 kDa, sktadajace sie z 326
aminokwasow (200). Funkcjonalne biatko BMI-1 posiada trzy charakterystyczne regiony:
N- terminalng domen¢ RING, centralng domen¢ heliks-skret-heliks (HTH, ang. Helix -
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turn-helix) oraz C terminalng domen¢ PEST (ang. proline (P), glutamic acid (E), serine
(S), and threonine (T)). W sktad domeny RING wchodzi potrojnie skrgcona B-kartka, dwie
petle wiagzace cynk, a takze a-helisa. Domena RING odgrywa wazng role w odpowiedzi na
uszkodzenia DNA, poniewaz BMI-1 dzigki niej moze lokalizowac si¢ w obrebie pekniec
DNA. Podobng funkcj¢ w strukturze biatka BMI-1 odgrywa domena HTH, poniewaz
utatwia BMI-1 wigzanie do DNA. Domena PEST to region bogaty w proling, kwas
glutaminowy, seryne¢ i treonine, ktory ograniczony jest przez reszty zasadowe. Funkcja tej
domeny jest kierowanie biatka BMI-1 do degradacji, a brak aminokwasow w pozycji 236-
326 w obrgbie domeny PEST wptywa na wzrost pottrwania biatka BMI-1, a takze
promowanie proliferacji komodrek (17, 266). Biatko BMI-1 w swojej strukturze posiada
rowniez dwa sygnaty lokalizacji jadrowej NLS1 1 NLS2 (ang. nuclear localization signal).
Wyniki badan wykazaty, ze jedynie utrata sekwencji NLS2 moze istotnie ogranicza

lokalizacje jadrowa biatka BMI-1 (Rye. 1B) (17,52).

i 12 13 4 15 617 18 19

s e2 s F—fedHeg e He—{ s E0

E- ekson; I- intron

N l RING l NLST HTH NLS2 l PEST

Rycina 1. Struktura genu (A) i biatka BMI-1 (B).

1.2. Regulacja ekspresji i aktywnosci BMI-1

1.2.1 Regulacja transkrypcji BMI1
Na regulacje ekspresji genu kodujacego biatko BMI-1 wplywa szereg czynnikow
transkrypcyjnych. Do czynnikdéw transkrypcyjnych, ktére wptywaja na zwigkszenie
ekspresji BMII naleza MYCN (ang. v-myc myelocytomatosis viral related oncogene,
neuroblastoma derived (avian)), c-Myc (ang. myelocytomatosis), Twistl (ang. Twist-

related protein 1), FOXMI1 (ang. Forkhead Box M1), E2F-1 (ang. E2F transcription factor
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1), SALLA4 (ang. spalt-like transcription factor 4), a na zmniejszenie ekspresji BMII
wplywaja KLF4 (ang. Krippel-like factor 4) 1 Mel18 (17).

c-Myc i MYCN regulujg ekspresje BMI1 poprzez wigzanie si¢ do sekwencji E-box regionu
promotorowego BMII. Podobnie, SP1 wiagze si¢ do regionu bogatego w pary GC poprzez
co zwigksza ekspresje genu BMII (17, 90, 173). Badania Wanga i wsp. (2003) (228)
potwierdzity dziatanie c-Myc 1 Spl (ang. specificity protein 1) jako transaktywatorow
BMI1 oraz bezposrednie oddzialywanie tych czynnikéw na BMI1 zarbwno w warunkach in
vitro jak in vivo. Ponadto, wyciszenie ekspresji c-Myc 1 Spl w linii komdrkowej NPC
(ang. Neural Progenitor Stem Cell) wplywa na zmniejszenie aktywno$ci BMII (228).
Immunoprecypitacja chromatyny w komorkach linii nowotworu gardla FaDu wykazata, ze
Twistl przytacza si¢ do sekwencji w obrebie regionu promotorowego BMI-1 1 wptywa na
zwiekszenie jego ekspresji (17, 268). W komorkach nowotworowych zwiekszenie
ekspresji BMI1 przez Twistl wplywa na nabycie przez te komorki cech komorek
macierzystych (248). Czynnikiem transkrypcyjnym zaangazowanym w regulacj¢
transkrypcji BMI1 jest FOXMI1. Li 1 wsp. (2008) (129) wykazali, ze FOXM1 przytacza si¢
do promotora genu kodujacego czynnik transkrypcyjny c-Myc i wptywa na zwigkszenie
jego ekspresji. W wyniku zwigkszonej ekspresji c-Myc dochodzi do zwigkszonej ekspresji
BMII (17,129). Wykazano, ze czynnik transkrypcyjny E2F-1 poprzez wigzanie si¢ do
promotoréw MYCN oraz BMII moze zwigksza¢ ich ekspresje w komorkach nerwiaka
zarodkowego (173). Kolejnym czynnikiem transkrypcyjnym, ktory pozytywnie wptywa na
aktywno$¢ BMII poprzez hipermetylacje H3K4 oraz H3K79 w obrebie jego regionu
promotorowego jest SALL4. Wyciszenie ekspresji SALL4 w linii komdrkowej biataczki
HL-60 istotnie wptywato na spadek ekspresji BMI-1 (268). Negatywnymi regulatorami
ekspresji BMI1 jest KLF4, ktory przylaczajac si¢ do promotora genu BMII hamuje jego
ekspresje oraz Mel-18, ktory hamowuje ekspresj¢ BMII poprzez represj¢ c-Myc. W linii
komorkowej raka piersi MCF-7 wykazano, ze obnizenie ekspresji BMI-1 poprzez
nadekspresje Mel-18 istotnie wplywa na poziom fosforylacji kinazy AKT na Ser473 oraz
Thr308 (48, 81).
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H3K4me
H3K79me

BMII ORF

Rycina 2. Regulacja transkrypcji genu BMII przez czynniki transkrypcyjne dziatajace

posrednio lub bezposrednio.

1.2.2. Regulacja potranskrypcyjna BMI1

miRNA to krotkie jednoniciowe czasteczki RNA o diugosci 21-23 nukleotydow, ktore
reguluja ekspresje gendéw na poziomie potranskrypcyjnym poprzez komplementarno$¢ do
regionow 3’-UTR w mRNA. Nieprawidlowa ekspresja miRNA moze wplywaé na
zaburzenia w przebiegu procesoOw komorkowych, a przez to prowadzi¢ do powstawania
1 progresji nowotworow (72). Zmiany w ekspresji miRNA zwigzane sg z delecja badz
amplifikacja genow je kodujacych, zlokalizowanych w miejscach famliwych
chromosomow (179).

miRNA w komorkach nowotworowych majg wplywa na regulacj¢ aktywnos$ci onkogenow
1 genéw supresorowych, przez co dziatajg one jako supresory lub onkogeny (160). miRNA
dziata jako onkogen, kiedy obnizenie ekspresji miRNA wyciszajacego onkogen, wplywa
na wzrost ekspresji onkogenu. miRNA dziata jako supresor nowotworow, kiedy wzrost
ekspresji miRNA wplywa na obnizenie ekspresji gendéw supresorowych oraz promuje
proces transformacji nowotworowej (160).

Ekspresja BMII jest regulowana potranskrypcyjnie poprzez miRNA (Rye. 3). Wykazano,
ze obnizenie ekspresji niektorych miRNA wystepujace czesto w  komorkach
nowotworowych moze wptywac na wzrost ekspresji BMI1, a przez to odgrywac istotng
role w regulacji wzrostu, proliferacji, inwazji i metastazy komodrek, a takze procesu
apoptozy, angiogenezy, przejscia epitelialno-mezenchymalnego oraz nabycia przez

komorki nowotworowe cech komoérek macierzystych. Ponadto miRNA regulujac ekspresje
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BMII moze istotnie wplywaé na wrazliwo$¢ nowotwordw na radio- lub chemioterapi¢

(207).
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Rycina 3. Potranskrypcyjna regulacja przez miRNA ekspresji BMII w komoérkach nowotworowych oraz jej zwiazek z progresja nowotworow

oraz wrazliwo$¢ na terapig.
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1.2.3. Regulacja potranslacyjna BMI-1

Istotne znaczenie dla stabilnos$ci, lokalizacji oraz funkcji biatka BMI-1 maja modyfikacje
potranslacyjne, do ktorych naleza sumoilacja, fosforylacja i ubkwitynylacja.

Sumoilacja jest to modyfikacja polegajaca na kowalencyjnym przytaczeniu biatka SUMO
(ang. small ubiquitin-related modifier) do substratu biatkowego. Przylaczenie nastepuje
pomiedzy reszta glicyny biatka SUMO oraz grupa a-aminowa lizyny substratu za pomoca
wigzania izopeptydowego (245). Sumoilacja reguluje szereg procesow komorkowych, przede
wszystkim wplywa na represj¢ transkrypcji, organizacj¢ chromatyny oraz stabilno$¢ genomu.
Wykazano, ze biatko BMI-1 ulega sumoilacji na lizynie 88 przez CBX4 (ang. chromobox
domain containing proteins 4) w wyniku uszkodzenia DNA poprzez co moze gromadzi¢ si¢
w miejscach uszkodzen DNA (98).

Stabilno$¢ 1 funkcja bialkka BMI-1 regulowana jest roOwniez poprzez ubikwitynylacje
w domenie PEST przez ligaze ubikwitynowa BTrCP (ang. p-transducing repeat-containing
protein) (193). Wykazano, ze nadekspresja BTrCP w komorkach MCF-10A wplywata na
degradacje biatka BMI-1 w proteasomach, a wyciszenie BTrCP wptywalo na ograniczenie
degradacji BMI-1 oraz zwigkszenie wtasciwosci proonkogennych tego biatka (193).

Istotng role w procesach réznicowania i rozwoju odgrywa fosforylacja biatka BMI-1 przez
kinaz¢ MAPKAPK3 (3pK, ang. MAPKAPK3, mitogen-activated protein kinase-activated
protein kinase 3). W wyniku nadekspresji 3pK dochodzi do fosforylacji zar6wno BMI-1 jak
i innych biatek Polycomb, co wpltywa na ich oddysocjowanie od chromatyny oraz aktywacj¢
transkrypcji locus INK4A/ARF (ang. inhibitor of kinase 4/alternative reading frame) (225).
Biatko BMI-1 moze by¢ rowniez fosforylowane w szlaku PI3K/AKT (ang. phosphoinositide
3-kinase/protein kinase B), fosforylacja BMI-1 przez AKT w zaleznosci od fosforylowane;j
reszty moze odmiennie dziata¢ na onkogenne wiasciwosci tego biatka. Liu 1 wsp. (2012)
(147) wykazali, ze fosforylacja BMI-1 przez AKT na Ser316. wptywa na zmniejszenie
ubikwitynylacji histonu H2A przez kompleks PRC1, co uniemozliwia jego przytaczenie si¢
do locus INK4A/ARF. Modyfikacja ta wplywa na zahamowaniu zdolnosci biatka BMI-1 do
promowania takze proliferacji komoreki wzrostu guzéw nowotworowych. Ponadto
fosforylacja ta wptywa na zahamowanie zdolnosci do samoodnowy hematopoetycznych
komorek macierzystych oraz progenitorowych (147). Fosforylacja BMI-1 na resztach seryny
251, 253, 255 w komorkach raka stercza u myszy wptywa na zwigkszenie ubikwitynylacji
H2A przez kompleks PRC1 i wzmacnia onkogenny potencjal tego biatka, ktoéry jest
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niezalezny od hamowania locus INK4A/ARF (168). Fosforylacja biatka BMI-1 w zalezno$ci

od modyfikowanej reszty moze odmiennie wptywaé na onkogenne wtasciwosci tego biatka.

2. Rola bialka BMI-1 w procesach komorkowych

2.1. Bialko BMI-1 jako regulator cyklu komérkowego

Istotng role w proliferacji komorek odgrywa cykl komorkowy, ktérego regulacja i progresja
jest $cisle kontrolowana. Przebieg cyklu jest regulowany za pomocg szlakow komoérkowych
pl6™ */Rb (ang. protein 16/Retinoblastoma) oraz Arf/p53 (ang. ADP-ribosylation
factor/protein 53). Wykazano, ze szlaki te mogg by¢ regulowane przez biatko BMI-1. BMI-1
regulujagc obydwa szlaki wplywa na transformacj¢ nowotworowa, a takze sprzyja
samoodnowie nowotworowych komoérek macierzystych (CSC, ang. cancer stem cells) (17,
230). W wyniku braku ekspresji pl6™<* podczas cyklu komoérkowego dochodzi do
hiperfosforylacji pRB przez kompleks kinaz zaleznych od cyklin CDK4 oraz CDK6 (ang.
cyclin-dependent kinase). Hiperfosforylacja czynnika pRB powoduje, ze czynnik ten nie
wigze i nie hamuje czynnika transkrypcyjnego E2F, w wyniku czego dochodzi do transkrypcji
genow zaangazowanych w przej$cie z fazy G1 do S. Udowodniono, ze zahamowanie

ekspresji BMI-1 wptywa na ekspresje pl6™

oraz zapobiega wigzaniu CDK4/6 z cykling D,
co wptywa na aktywnos¢ tej kinazy. p19™™ poprzez wigzanie z ligaza ubikwitynylowa MDM2
(ang. E3 ubiquitin-protein ligase Mdm?2) zapobiega degradacji oraz inaktywacji biatka

supresorowego p53. BMI-1 przylaczajagc si¢ do promotora genu p19Arf

wplywa na
zahamowanie jego ekspresji oraz nagromadzenia czynnika MDM2 wplywajacego na
degradacje¢ biatka p53, co w rezultacie prowadzi do zahamowania procesu apoptozy oraz
niekontrolowanej proliferacji komorek (39, 56, 74, 188, 211).

Nadekspresja BMII w linii komoérkowej raka piersi MCF-7 oraz raka prostaty DU145,
u ktorych  podwdjne pekniecia indukowano etopozydem, wplywala na obnizenie
fosfosforylacji Ser1981 oraz Thr68 kinazy CHK2 (ang. checkpoint kinase 2), a takze poziomu
YH2AX oraz aktywacj¢ punktu kontrolnego G2/M (242). W komorkach raka jamy nosowo-

gardtowej SUNE-1 1 5-8F wyciszenie BMI-1 1 napromieniowanie komoérek wptywato na

akumulacje komorek w fazie G1 oraz zatrzymanie cyklu komorkowego w fazie G2/M (263).
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2.2. Rola BMI-1 w regulacji szlaku kinazy AKT

Szlak kinazy biatkowej AKT odgrywa istotng rolg w regulacji metabolizmu, cyklu
komoérkowego, apoptozy czy transkrypcji gendw (111). Kinaza AKT jako serynowo-
treoninowa kinaza jest aktywowana przez rézne czynniki wzrostowe oraz insuling i wplywa
na proliferacje¢ komoérek. W niektorych nowotworach czesto obserwuje sie mutacje
wystepujace w regulatorach szlaku kinazy AKT. Na wzrost aktywnosci kinazy AKT moga
wptywaé onkogenne kinazy tyrozynowe oraz utrata ekspresji negatywnych regulatorow tego
szlaku, przede wszystkim fosfatazy PTEN (ang. phosphatase and tensin homolog deleted on
chromosome ten) (122, 147).

Kinaza AKT aktywowana jest insuling, cytokinami i czynnikami wzrostu, ktére przylaczaja
si¢ do receptoréw o charakterze kinaz tyrozynowych i wplywaja na ich aktywacj¢ poprzez ich
autofosforylacje oraz rekrutacje do btony komorkowej 3-kinazy fosfatydyloinozytolu (PI3K).
Kinaza ta wplywa na przeksztalcenie fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforanu (PIP2, ang.
phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate) do fosfatydyloinozytolo-3,4,5-trisfosforanu (PIP3,
ang. phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate 3-phosphatase), ktory rekrutuje do blony kinaze
PDK1 (ang. phosphoinositide-dependent kinase 1), fosforylujaca odpowiednig reszt¢ Thr
w domenie kinazowej kinazy AKT. Do pelnej aktywacji kinazy AKT jest niezb¢dna
fosforylacja Ser473/4 przede wszystkim przez kinazy PDK1 i mTORC2 (ang. mTOR
(mammalian target of rapamycin) complex 2) (161). Za defosforylacj¢ kinazy AKT
odpowiada kilka fosfataz, ktére moga wplywa¢ na ten proces posrednio lub bezposrednio.
PTEN, INPP4B (ang. inositolpolyphosphate 4-phosphatase type II), INPP5D (ang.
inositolpolyphosphate 5-phosphatase 1) sg fosfatazami, ktoére poprzez defosforylacje PIP3 do
PIP2, wptywaja posrednio na defosforylacje AKT. PP2A (ang. Protein phosphatase 2A),
PHLPP1, PHLPP2 (ang. PH Domain And Leucine Rich Repeat Protein Phosphatasel/2) sa
zaangazowane w bezposrednig defosforylacje kinazy AKT (1, 240).

Wiyniki ostatnich badan sugeruja, ze istotng rol¢ w regulacji aktywnos$ci kinazy AKT moze
odgrywa¢ biatko BMI-1 (131). W wigkszosci nowotworow BMI-1 poprzez zahamowanie
ekspresji PTEN moze wptywac na wzrost fosforylacji kinazy AKT. Song 1 wsp. (2009) (203)
wykazali, ze w nowotworze jamy gardlowo-nosowej nadekspresja BMI-1 wptywa na wzrost
aktywnosci kinazy AKT i przyczynia si¢ w do przejscia epitelialno-mezenchymanego (EMT,
ang. epithelial and mesenchymal transition) zwigzanego gléwnie z utratg ekspresji E-
kadheryny. Biatko BMI-1 wchodzace w sktad PRC1, przylaczajac si¢ do locus PTEN obniza
jego ekspresje powodujac aktywacje szlaku PI3K/AKT/GSK-3B (ang. glycogen synthase
kinase 3 beta), ktéry wplywa na stabilizacj¢ czynnika transkrypcyjnego Snaill (ang. zinc-
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finger transcription factors) poprzez jego fosforylacje. W konsekwencji PRC1 wraz ze Snaill
taczy si¢ z promotorem genu E-kadheryny co skutkuje obnizeniem jej ekspresji oraz prowadzi
do zwigkszenia potencjalu inwazyjnego komorek przez obnizenie ich zdolnosci do adhezji
(Ryc. 4) (203). Ponadto BMI-1 poprzez aktywacje szlaku kinazy AKT wptywa rowniez na
wzrost ekspresji wimentyny oraz metaloproteinaz 2,7,9,14 (MMP; ang. metaloproteinase)
w nowotworach zotadka oraz wzrost ekspresji MMP2, MMP9 oraz VEGF (ang. vascular
endotelial growth factor) w liniach komorkowych raka watroby HepG2 oraz MHCC97-H
poprzez co przyczynia si¢ do wzrostu migracji, inwazji, metastazy komoérek i angiogenezy
(Ryc. 4) (131, 255). W linii komoérkowej glejaka U251 wykazano, ze wyciszenie ekspresji
BMII znacznie wptywa na obnizenie ekspresji FOXO1 (ang. Forkheadbox protein OlI),
FOXO3a (ang. Forkheadbox class O 3a) 1 spadek fosforylacji kinazy AKT, w wyniku czego
dochodzi do spadku migracji 1 wzrostu apoptozy komoérek (112). Wyciszenie ekspresji BMI1
w linii komorkowej czerniaka A375 wplywato na wzrost ekspresji PTEN i prowadzilo do
spadku fosforylacji AKT oraz NF-«B (Rye. 4) (ang. nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells), a takze do obnizenia ekspresji MMP2, co w konsekwencji
obnizato potencjat komorek do inwaz;ji i migracji (150).

Cannon i wsp. (2014) wykazali, ze BMI-1 poprzez regulacje¢ fosforylacji AKT moze wplywac
na modulowanie wrazliwosci na insuling w hepatocytach myszy. Hepatocyty wyizolowane od
myszy Bmi"" wykazywaly nizszy poziom fosforylacji niz hepatocyty wyizolowane od myszy
Bmi"”*. Jednak po stymulacji insuling poziom fosforylacji AKT byt znacznie wyzszy
w hepatocytach Bmi™ niz Bmi™", co sugeruje, ze potrzeba mniej insuliny do utrzymania
prawidtowej homeostazy glukozy u heterozygotycznych myszy. Podobng zalezno$¢

zaobserwowano w mi¢$niach tych myszy (25).
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Rycina 4. Wplyw BMI-1 na regulacj¢ szlaku kinazy AKT (opis w tekscie).

2.3.Udzial BMI-1 w procesie apoptozy i autofagii komorek

Apoptoza jako programowana $mieré¢ komorki odgrywa kluczowa role w kontrolowaniu
proliferacji wodpowiedzi na uszkodzenia w materiale genetycznym (71). Apoptoza odgrywa
znaczaca role w zachowaniu homeostazy, poniewaz poprzez ten proces zostaje utrzymana
rownowaga migdzy proliferacja, a eliminacja uszkodzonych komorek. Zachwianie tej
rOwnowagi sprzyja rozwojowi wielu chorob w tym réwniez nowotworom i nastepuje czesto
w wyniku obnizenia ekspresji genu supresorowego 7P53. Produkt biatkowy tego genu, biatko
p53 pehni rolg ,,straznika genomu”, poniewaz wpltywa na zahamowanie cyklu komoérkowego
lub indukcje apoptozy w odpowiedzi na uszkodzenia DNA. Wykazano, ze biatko BMI-1
moze istotnie wplywa¢ na regulacje procesu apoptozy w komorkach nowotworowych
W sposob zalezny od p53 (88, 184).

Jiao 1 wsp. (2019) (105) wykazali, ze w komorkach raka woreczka zétciowego GBC-SD,
wyciszenie ekspresji BMII ma wptyw na spadek ekspresji cykliny D1 i CDK2 oraz BCL-2
(ang. B-cell lymphoma 2), a wzrost biatka proapoptotycznego BAX (ang. Bcl-2-like protein 4)
oraz kaspazy 3, co przyczynia si¢ do apoptozy tych komorek (105). Jagani i wsp. (2010) (100)
wykazali, ze w komorkach szpiczaka RPMI-8226 dochodzi do zwigkszenia ekspres;ji
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proapoptotycznego biatka BIM (ang.Bcl-2-like protein 11) po zahamowaniu ekspresji BMI-1.
Jagini i wsp. (2010) wykazali, ze BMI-1 lokalizuje si¢ w miejscu promotorowym BIM, przez
co moze regulowac jego ekspresje. Ponadto wyciszenie zarowno BMII jak BIM hamowato
proces apoptozy (100).

BMI-1 ma istotny wplyw na wrazliwo$¢ komodrek na promieniowanie jonizujace. Wyciszenie
ekspresji BMII w komorkach raka przetyku ECA109 i TE113 poddanych napromieniowaniu
promowato proces apoptozy tych komorek poprzez zmniejszenie ekspresji MCL-1 (ang.
myeloid cell leukemia 1) oraz zwickszenie ekspresji Bax, ale rowniez zmniejszenie
fosforylacji kinazy AKT (272). Podobng zalezno$¢ zaobserwowano w przypadku raka jamy
nosowo-gardtowej, raka piersi, kostniakomiegsaka, glejaka (130, 145, 249, 263)

Wykazano, ze BMI-1 moze odgrywa¢ kluczowa role w chemiowrazliwosci. Wu 1 wsp. (2014)
(252) udowodnili, ze wyciszenie ekspresji BMI1 w komorkach szpiczaka RPMI8226 1 U266
wzmacnialo indukcje apoptozy po traktowaniu bortezomibem co skutkowalo wzrostem
stosunku Bcl-2/Bax (252). Podobnie, wyciszenie ekspresji BMI1 zarowno w komorkach linii
raka watroby SK-HEP-1 i SMMC-7721 traktowanych 5-fluorouracylem, jak i w komorkach
linii raka piersi MCF-7 traktowanych doksorubicyng wptywato znaczaco na aktywacje
procesu apoptozy (247, 251). W raku jajnika wyciszenie ekspresji BMII oraz traktowanie
cisplatyng zwigkszato produkcje ROS (ang. reactive oxygen species) oraz indukowato
apoptoze¢ poprzez zwigkszenie ekspresji kaspaz 8 19 (229, 247).

BMI-1 znaczaco wplywa na metastaze i progresje raka jajnika poprzez hamowanie ekspresji
sMEKI1 (ang. serine/threonine-protein phosphatase 4 regulatory subunit 34), ktory stymuluje
proces apoptozy poprzez regulacje ekspresji biatek apoptotycznych lub zaangazowanych
w regulacje cyklu komérkowego takich jak p21 (ang. protein 21), cyklina D1, p53 czy Bcl-2
(113).

Wykazano réwniez, ze zastosowanie inhibitorow BMI-1 w komorkach chtoniaka (Z-138,
JVM-2,Granta-519, MINO, JeKo-1, REC-1, MAVER-1, NCEB-1) lub ostrej biataczki
szpikowej (MOLM-13, MOLM-14, OCI-AML3, MV4-11, U-937, HL-60) znacznie wplywato
na aktywacje szlaku zewnetrznego apoptozy lub niezaleznie od p53 (159, 172). Jeden
z inhibitorow BMI-1, PTC-028 (ang. 6-(3,6-difluoro-2-methyl-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)-N-
(4-(trifluoromethyl)phenyl)pyrazin-2-amine) hamujac ekspresjc BMI-1 poprzez jego
hiperfosforylacj¢ wptywa na spadek ilosci ATP (ang.adenosine triphosphate) oraz indukcje
mitochondrialnych reaktywnych form tlenu, co skutkuje zmniejszeniem ekspresji RIPK (ang.
receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 1) oraz XIAP (ang. X-linked inhibitor of

apoptosis) prowadzac do aktywacji kaskady kaspaz. Ponadto, kaspazy réwniez wplywaja na

25



spadek ekspresji RIPK1, a RIPK1 na spadek ekspresji NFkB oraz XIAP. Aktywacja tych
szlakéw kieruje komorke na szlak apoptotyczny (51). Wyciszenie lub zahamowanie ekspresji
BMI-1 réwniez znacznie wplywa na wzrost procesu apoptozy w komoérkach nowotworowych
przetyku, zotadka, jamy nosowo-gardtowej, krtani, piersi, trzustki okreznicy 1 szpiczaka (7,
69, 204, 237,261, 263,274, 284).

Innym typem $mierci komorki jest autofagia. Proces autofagii polega na degradacji
wielkoczasteczkowych sktadnikow cytoplazmy oraz catych organelli. Podczas autofagii
fragment cytoplazmy zostaje otoczony przez formujaca si¢ podwodjng btone tworzacego si¢
pecherzyka (autofagosomu), ktory nastepnie taczy si¢ z lizosomomem 1 ulega degradacji.
W proces autofagii zaangazowane sa cztery kompleksy biatkowe. W sktad pierwszego
kompleksu wchodza biatkowe kinazy serynowo-treoninowe Atgl/ULK1/2 (ang. autophagy
related 1/Unc-51 like autophagy activating kinase 1/2), ktore regulowane sg aktywnos$cig
kinazy mTOR. Drugi kompleks sktada si¢ z lipidowych kinaz i posredniczy w nukleacji
pecherzykow. Trzeci i czwarty kompleks to ubikwitynopodobne systemy koniugujace Atgl2-
Atg5 (ang. autophagy related 12/5) oraz Atg8-PE (ang. autophagy related
8/phosphatidylethanolamine), posredniczagce we wzroscie pecherzykéw. W procesie autofagii
uczestniczag réwniez dwa przezblonowe biatka Atg9/mAtg9 (ang. autophagy related
9/mammalian autophagy related 9) oraz VMP1 (ang. vacuole membrane protein 1), ktére
uczestniczg w recyrkulacji biatek Atg (182).

Autofagia umozliwia utrzymanie wewnatrzkomorkowej homeostazy, a takze przezycie
komoérek w warunkach stresowych. Proces autofagii odgrywa istotng role w patogenezie
licznych choréb, w tym rowniez nowotwordéw (182).

Zahamowanie ekspresji BMI-1 w komorkach raka jajnika OVCAR4 1 CP20 istotnie stymuluje
proces autofagii, poprzez formowanie si¢ fagoforéw i autofagosomow. Wykazano réwniez, ze
regulacja autofagii przez BMI-1 w tych komorkach jest zalezna od obecnosci ATP. W wyniku
wyciszenia ekspresji BMII w komorkach linii raka endometrium OvCa dochodzi do spadku
poziomu ATP, ktéry wpltywa na utrat¢ potencjatu btony mitochondrianej. Depolaryzacja
btony wptywa na jej dysfunkcje co powoduje akumulacje PINK1 (ang. PTEN-induced kinase
1) oraz PARK2 (ang. parkin RBR E3 ubiquitin protein ligase) 1 indukcje autofagii
mitochondriow. Zaréwno indukcja autofagii jak i mitoautofagii w komorkach z zahamowang
ekspresja BM11 wptywata na aktywacje procesu nekroptozy tych komorek (50).

Wyciszenie ekspresji BMII w komorkach raka piersi MDA-MB-231 wptywato na zwigkszong
fosforylacje biatka p38 na Thr180 i Tyrl182, a zmniejszong fosforylacje kinazy AKT na

Ser473 1 wplywato na wzrost procesu autofagii komorek. Wyciszenie ekspresji BMI1 w tych
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komorkach po napromieniowaniu znacznie wzmacnialo proces autofagii (73). Zmniejszona
ekspresja BMI1 w komorkach traktowanych 5-fluorouracylem indukowata réwniez proces
autofagii poprzez szlak Bcl-2/Beklina-1 oraz akumulacje LC3-II (ang. microtubule-associated

protein light chain 3) (251).

2.4. Wplyw BMI-1 na starzenie si¢ komorek

Starzenie jest to proces, w ktorym dochodzi do zatrzymania proliferacji komoérek. Uwaza sie,
ze jest to proces nieodwracalny, bo zaden bodziec fizjologiczny nie stymuluje komoérek
starzejacych do ponownego rozpoczecia cyklu komorkowego. W procesie starzenia
obserwuje si¢ zmiany w ekspresji genéw oraz organizacji chromatyny, co prowadzi do
zwigkszonego wydzielania chemokin, cytokin oraz czynnikow wzrostu (24). Ponadto,
starzejace komorki powigkszajg swoje rozmiary. Obserwuje si¢ u nich wzrost ziarnistosci,
wzrost poziomu lipofuscyny oraz aktywnosci [-galaktozydazy czy tworzenie si¢
heterochromatyny. W starzejacych si¢ komorkach dochodzi do zmian w ekspresji bialek
cytoszkieletu przede wszystkim wimentyny, tubuliny czy B-aktyny (6). Wyrdzniamy dwa
typy starzenia komorkowego tj. replikacyjne i przyspieszone. Starzenie replikacyjne zwigzane
jest ze skracaniem telomerow i1 wyczerpaniem limitu podziatowego komorek. Starzenie
przyspieszone jest niezalezne od skracania telomeréw i moze by¢ indukowane stresem
oksydacyjnym, czynnikami uszkadzajagcymi DNA oraz onkogenami (19).

Badania dowodza, Ze istotng role w ekspresji genéw zwigzanych ze starzeniem komorek
moga odgrywa¢ mechanizmy epigenetyczne, ktore wplywaja na remodeling struktury
chromatyny. Jednym z takich czynnikow jest biatko BMI-1. Wykazano, ze nadekspresja
BMI-1 w ludzkich fibroblastach pluc hamuje szlak p16INK4A, co wiaze si¢ z zahamowaniem
procesu starzenia niezaleznego od skracania telomerow (99). Ball i wsp. (2005) w ludzkich
komorkach serc ptodu oraz Jin 1 wsp. (2017) w komoérkach nerki zaobserwowali, ze
jednoczesny spadek ekspresji BMI-1 oraz wzrost pl6™* éwiadczyt o procesie starzenia tych
komorek (10, 108). Badania wykazuja, ze stres oksydacyjny wplywajac na szlak BMI-1/

INK4A , CL . . . . , .
6 odgrywa rdwniez istotng role w procesie starzenia si¢ komodrek macierzystych

pl
miazgi zgba (163).

W ludzkich keranocytach nadekspresja Ets-1 (ang. v-ets erythroblastosis virus E26 oncogene
homolog 1 (avian)) oraz zahamowanie ekspresji BMI-1 wptywalo na zwigkszong ekspresje

INK4A
6

pl 1 indukowalo ich przedwczesne starzenie si¢ (43). Istotna role w regulacji

aktywnosci BMI-1 odgrywa czynnik transkrypcyjny c-Myc. W multipotencjalnych
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komorkach macierzystych zaobserwowano, ze wigzanie c-Myc do promotora BMII ulega
zmniejszeniu podczas starzenia si¢ tych komodrek (110). Aktywnos$¢ biatka BMI-1 jest
regulowana przez jego modyfikacje potranslacyjne takie jak ubikwitynylacja czy fosforylacja.
BTrCP jest enzymem zaangazowanym w ubikwitynacj¢ biatka BMI-1 prowadzaca do jego
degradacji. Badania sugeruja, ze regulacja ekspresji BMI-1 przez BTrCP moze wplywac
istotnie na proces starzenia i mie¢ znaczenie w rozwoju chorob zwigzanych z wiekiem (193).
Ponadto, sugeruje si¢, ze AKT fosforylujgc biatko BMI-1 ogranicza jego zdolno$¢ do
wiazania do locus pl16™*** i wplywa na indukcje procesu starzenia w warunkach in vivo
(267).

W regulacje ekspresji BMI-1 moga by¢ rowniez zaangazowane miRNA. W starzejacych
komorkach obserwuje si¢ wzrost ekspresji niektorych miRNA tj. miR-141, miR-31, miR-495,
ktore hamujac ekspresj¢ BMI-1 wptywaja na szlaki zaangazowane w proces starzenia
komorek (53, 40, 138).

Zahamowanie ekspresji BMI-1 w neuronach znacznie wptywa na wzrost ekspresji IL-6 (ang.
interleukin 6) oraz p53. Zalezno$¢ ta sugeruje, ze niedoboér BMI-1 w neuronach zwigksza
aktywno$¢ p53, ktore wplywa na proces starzenia moézgu, ale réwniez rozwdj chorob
neurodegeneracyjnych (5).

W mysich embrionalnych fibroblastach jednoczesne zahamowanie ekspresji BMI-1 oraz
inaktywacja p53 zahamowywato ich przedwczesne starzenie. W modelu mysim C57BL/6,
analiza Kaplana-Meyera wykazala, ze utrata jednego allela Bmil skroécita dlugo$¢ zycia
0o 35 % (31). Podobne zjawisko zaobserwowali El Hajjar i wsp. (2019), ponadto wigzato si¢
ono ze wzrostem zachorowalno$ci tych myszy na choroby neurodegeneracyjne (58).

Badania na szczurzym modelu sugeruja, ze D-galaktoza wplywa na hamowanie szlaku
sygnalizacyjnego Wnt/B-katenina (ang. wingless-type like signaling) oraz obnizenie ekspresji
BMI-1 co wzmacnialo proces starzenia w korze stuchowej i1 prowadzito do jej

neurodegeneracji (256).

Rozdzial 3. Udzial bialka BMI-1 w procesie nowotworzenia

3.1. Rola BMI-1 w prawidlowych i nowotworowych komorkach macierzystych

Wazng role¢ w rozwoju nowotworow moga odgrywac¢ mate populacje komorek majacych
zdolnos¢ do samoodnowy i1 réznicowania. Komorki o takich cechach to nowotworowe
komorki macierzyste (CSC, ang. cancer stem cells). Komorki te wptywaja na ré6znorodnos¢

komorek znajdujacych si¢ w obrgbie guza i przyczyniajg si¢ do jego heterogennosci. CSC

28



maja zdolno$¢ do inicjacji zmian nowotworowych, gdy zostang przeszczepione do
organizmow zwierzgcych, wtedy komorki takie okresla si¢ jako komorki inicjujace
nowotwory (TIC, ang. tumor-initiating cells). Nowotworowe komorki macierzyste majg
zdolnos$¢ do samoodnowy oraz réznicowania w rozne typy komorek, ale wykazuja mata
aktywno$¢ proliferacyjng oraz opornos¢ na dzialanie czynnikoéw uszkadzajacych DNA.
Charakteryzuja si¢ rowniez obecno$cia markerow powierzchniowych (CD, ang. cluster of
differentiation), np. CD24, CD29, CD44, CD90 CDI133 oraz ekspresja genow
zaangazowanych w samoodnowe komorek macierzystych Sox2 (ang. sex determining region
Y), Nanog (ang. Homeobox protein NANOG), Oct4 (ang. octamer-binding transcription factor
4) 1 aktywacja szlakow komorkowych Notch, Hedgehog, Wnt. Obecne badania sugeruja, ze
CSC oprocz indukcji nowotworéw moga wplywac na ich progresje, metastazg, wznowe¢ oraz
oporno$¢ na leczenie (11, 65, 70, 181, 212).

Wykazano, ze wazng rol¢ w przezyciu i samoodnowie prawidlowych i nowotworowych
komorek macierzystych moze odgrywac biatko BMI-1. W hematopoetycznych komoérkach
macierzystych (HSC, ang. hematopoetic stem cells) oraz bialaczkowych komorkach
macierzystych (LSC, ang. leukemic stem cells) biatko to odgrywa kluczowg rolg w regulacji
ich proliferacji (128). W mysim modelu biataczki Bmi-1 jest niezb¢dne do utrzymania puli
nowotworowych komoérek macierzystych, a takze ich proliferacji. Brak ekspresji Bmi-1
w tych komorkach wptywa na utrate przez te komodrki zdolnosci do samoodnowy oraz
wykazywanie cech roéznicowania oraz apoptozy. Ponadto komorki te w przypadku braku
ekspresji Bmi-1 nie sg zdolne do inicjowania biataczki (128). BMI-1 moze rowniez wptywaé
na zdolno$¢ do inicjowania nowotworow w przypadku nowotworowych komorek
macierzystych stercza, piersi, jamy nosowo-gardtowej, krtani, zotadka, watroby (13, 39, 107,
142, 155, 157, 243, 264, 284). Mechanizm przez ktéory BMI-1 promuje samoodnowe
prawidlowych 1 nowotworowych komoérek macierzystych to represja przez to biatko locus
INK4A/ARF i wptyw na szlaki sygnalowe zwigzane z proliferacja, starzeniem oraz apoptoza
takie jak p16™“**/Rb oraz ARF/p53 (39; 74; 166).

W komorkach macierzystych nowotworu piersi wykazano, ze wyciszenie ekspresji BMII
znacznie wpltywato na obnizenie ekspresji markera powierzchniowego CD49f oraz
ograniczalo ich zdolno$¢ do samoodnowy i klonogenno$¢ (206). Badania sugeruja rowniez,
ze wzajemna regulacja pomiedzy BMI-1 oraz USP22 (ang. Ubiquitin Specific Peptidase 22)
ma istotny wptyw na nabywanie cech komoérek macierzystych przez komorki glejaka przez
regulacje genow: POSTN (ang. periostin), HEY2 (ang. Hairy/enhancer-of-split related with
YRPW motif protein 2), PDGFRA 9 (ang. platelet-derived growth factor receptor, alpha
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polypeptide) 1 ATF3 (ang. cyclic AMP-dependent transcription factor ATF-3) (187). Mimo, ze
BMI-1 moze odgrywac istotng role w nabywaniu przez komorki nowotworowe cech komorek
macierzystych, Vora i wsp. (2019) (226) wykazali, ze BMI-1 moze wplywa¢ na samoodnowe
1 proliferacje nowotworowych neuronalnych komoérek macierzystych in vitro, ale nie
wptywala skutecznie na transformacje nowotworowa w neuronalnych komoérkach
macierzystych in vivo (226).

Biatko BMI-1 moze w nowotworowych komorkach macierzystych wptywac na ich zdolnosci
do metastazy, a takze chemioopornos¢. W nowotworowych komorkach macierzystych
trzustki BMI-1 hamujac ekspresje¢ PTEN i aktywujac szlak kinazy biatkowej AKT, wptywa na
ich zdolno$¢ do inwazji i metastazy (235). W populacji komorek macierzystych raka watroby
wykazujacych ekspresje CD133, udowodniono, ze nadekspresja BMI-1 w tych komorkach
promowata przejscie epitelialno-mezenchymalne komoérek poprzez zmniejszenie ekspresji E-
kadheryny i zwigkszenie ekspresji wimentyny, a takze wzmacniata potencjat komorek do
migracji i inwazji (285). W komorkach nowotworowych blony §luzowej trzonu macicy
wyciszenie ekspresji BMII znacznie obnizalo zdolno$¢ tych komoérek do nabywania cech
komorek macierzystych przez zahamowanie SOX2 1 OCT4 (115).

W komorkach raka glowy i szyi, cisplatyna indukujac ekspresj¢ BMI-1 przyczynia si¢ do
zwigkszenia populacji komorek wykazujacych cechy komodrek macierzystych (35).
W komorkach raka jajnika wykazano zwigkszong oporno$¢ na dzialanie paklitakselu
icisplatyny, a takze zwigkszenie ekspresji markerow komodrek macierzystych, przede
wszystkim BMI-1, NANOG, NOTCH, OCT4 (281). Znaczne zmniejszenie proliferacji,
zdolnosci do tworzenia kolonii, inwazji i1 migracji oraz wrazliwosci na cisplatyne
zaobserwowano w komorkach raka nosogardia wykazujacych ekspresje CD44, u ktorych
wyciszono ekspresje BMI-1. Brak ekspresji BMI-1 w tych komodrkach zwiekszato ich
radiowrazliwo$¢ poprzez zatrzymanie cyklu komérkowego w punkcie kontrolnym G2/M,
hamowato naprawe DNA, wptywato na wzrost ekspresji p16, pl4 (ang. protein 14), pS3 oraz
apoptoze tych komorek (263).

W komorkach macierzystych raka piersi (BCSC, ang. breast cancer stem cells) wykazano, ze
po zwigkszeniu ekspresji miR-494-3p istotnie dochodzito do obnizenia ekspresji BMI-1 co
wplywato na zahamowanie samoodnowy komorek (34). Podobny efekt zaobserwowano
w przypadku miR-218, miR-200a, miR-200b, miR-200c, miR-15a (106, 177, 271). miR-181a
obnizat ekspresje BMI-1 w macierzystych komorkach glejaka (GSCs, ang. glioblastoma stem-
like cells) a przez to wptywal na zahamowanie formowania sfer, promowat apoptozg oraz

zmniejszat potencjal rakotworczy komorek (91).
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3.2. Zmiany ekspresji BMI-1 w komo6rkach nowotworowych

BMI-1 wchodzace w sklad kompleksu represyjnego PRC1 odgrywa istotng role w wielu
procesach komorkowych takich jak naprawa DNA, wzrost, proliferacja, starzenie czy
apoptoza. Zaburzenia w ekspresji 1 aktywnosci BMI-1 mogg istotnie wptywac na dysregulacje
tych procesow w komorkach nowotworowych (200).

Nadekspresja BMI-1 wystepujaca w wielu nowotworach sprzyja wzrostowi i proliferacji
komorek, ale réwniez wplywa na ich zdolno$¢ do metastazy, inwazji, angiogenezy
1 chemioopornosci. Jednak w przypadku nowotworu endometrium 1 phluc raczej spadek
ekspresji BMI-1 zwigzany jest ze wzrostem inwazyjnosci tych nowotworow (59, 258).

BMI-1 jako onkogen wptywa na indukcje transformacji nowotworowej oraz promuje rozwoj
guza w modelach zwierzecych, lecz wspotdziatajac z innymi czynnikami (26). Udowodniono,
ze Bmi-1 i ¢c-Myc indukujg chtoniaka w modelu mysim (86). Badania Hoenerhoff 1 wsp.,
wykazty, ze nadekspresja BMI-1 w nienowotworowych komorkach piersi MCF10A nie
wywoluje u nich transformacji nowotworowej, lecz koekspresja z H-RAS (ang. Harvey rat
sarcoma viral oncogene homolog) sprzyja temu procesowi (93). Komorki z koekspresja BMI-
1 1 H-RAS majg zwigkszong proliferacje oraz oporno$¢ na indukcje apoptozy. Ponadto
komorki te majg zdolnos¢ do indukowania nowotworéw u myszy. Nowotwory wywodzace si¢
z komorek z nadekspesja BMI-1 wykazuja zdolno$¢ do tworzenia przerzutoéw do mozgu (93).
Zmniejszenie ekspresji BMI1 zarowno po uzyciu shRNA jak i inhibitora hamuje proliferacje
komorek raka piersi in vitro oraz wzrost guza in vitro w modelu zwierzecym (206). Podobnie,
w komorkach raka gtowy 1 szyi zmniejszenie ekspresji BMI1 inhibitorem PTC-209 powoduje
zahamowanie ich proliferacji, a takze zatrzymanie cyklu komérkowego w fazie G1, obnizenie
potencjalu do inwazji i metastazy oraz wzrost apoptozy komorek. Ponadto komorki te byty
wrazliwe na traktowanie cisplatyng. Natomiast podawanie inhibitora BMI-1, PTC-209 (ang.
N-(2,6-Dibromo-4-methoxyphenyl)-4-(2-methylimidazo[ 1, 2-a] pyrimidin-3-yl)-2thiazolamine)
zmniejszato wzrost guza w  ksenograficznym modelu ludzkiego raka glowy i szyi (236).

Wzrost ekspresji BMI-1 w raku jajnika wptywa na obnizenie poziomu pl6™***

, a przez to
wzrost proliferacji komodrek oraz zmniejsza szybkos¢ apoptozy tych komorek (4).

BMI-1 odgrywa istotng role¢ w promowaniu procesu angiogenezy nowotworow. W badaniach
z wykorzystaniem btony kosméwkowo-owodniowej kurzych zarodkow (CAM, ang.
chorioalLatonic membrane) wykazano, ze nadekspresja BMI-1 wzmacnia, a wyciszenie

BMII hamuje zdolno$¢ komorek glejaka do tworzenia tubul w przeprowadzonym in vitro
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teScie na matrigelu oraz migracj¢ komorek endotelialnych i neowaskularyzacje. Podobnie
nadekspresja BMI-1 indukuje angiogenezein vitro w  ksenograftach ludzkiego glejaka.
Sugeruje si¢, ze BMI-1 indukuje angiogeneze poprzez zwigkszenie ekspresji czynnika NF-
kappaB, ktory wptywa na wzrost ekspresji czynnika wzrostu naczyniowo-srédbtonkowego
VEGF-C (ang. Vascular Endothelial Growth Factor C) (104).

Oporno$¢ na chemioterapi¢ jest jednym z glownych problemdéw leczenia nowotwordow.
Konsekwencja chemioopornos$ci sg przerzuty 1 nawrot choroby. Istotng role w opornosci na
chemioterapi¢ moze odgrywaé przejscie epitelialno- mezenchymalne. Sugeruje sie, ze
w komorkach raka jezyka zmniejszona ekspresja miR-200b oraz miR-15b wptywa na wzrost
ekspresji BMII, w wyniku czego dochodzi do wzrostu EMT, ktore wplywa na
chemiooporno$¢ tych komoérek (209). Podobng zaleznos¢ w przypadku miR-194 oraz BMI-1
zaobserwowali Dong 1 wsp. (2011) (54) w przypadku raka endometrium. Zhou i wsp. (2015)
(288) wykazali, ze PODXL (ang. Podocalyxin-like protein 1) zwigksza chemiooporno$¢ oraz
zmniejsza  stopien  apoptozy po  traktowaniu  cisplatyng linii  komodrkowych
ptaskonabtonkowego raka jezyka poprzez wzrost ekspresji BMI-1. Badania Shahi 1 wsp.
(2016) (238) sugeruja, ze BMI-1 w komorkach glejaka wptywa na podwyzszenie ekspresji
MRP1 (ang. multi-drug resistance protein 1) promujac chemioopornos¢ komorek (197).
W komorkach plaskonablonkowego raka przetyku rownoczesna inhibicja BMI-1 i Mell8
wptywata na chemiowrazliwo$¢ komoérek w wigkszym stopniu niz zahamowanie ekspresji
BMI-1 poprzez indukcje¢ apoptozy tych komorek (238).

Wyciszenie ekspresji BMII przez shRNA redukowato opornos¢ na chemioterapeutyki
1zdolno$¢ do inwazji komorki raka trzustki. W wyniku zahamowania BMII w tych
komorkach dochodzito do zahamowania szlaku PI3K/AKT, lecz zwigkszato zdolnos¢ tych
komorek do tworzenia sferoid w hodowlach in vitro (275). W komérkach raka jamy nosowo-
gardtowej BMI-1 promuje przejscie epitelialno-mezenchymalne hamujac ekspresje PTEN
1 aktywujac szlak PI3K/AKT/GSK-3f oraz stabilizacj¢ czynnika transkrypcyjnego SNAILI.
Czynnik ten razem z kompleksem PRCI przylacza si¢ do promotora genu dla E-kadheryny
1 obnizajac jego ekspresje przyczynia si¢ do obnizenia zdolnosci komorek raka jamy nosowo-
gardtowej do adhezji oraz inwazyjnosci (203). Nadekspresja BMI-1 w komorkach glejaka
wplywa na wzrost migracji i inwazji tych komorek poprzez aktywacje czynnika NF-xB, ktory
wplywa na zwigkszenie ekspresji genéw dla metaloptoteinaz MMP9 i MMP3 (104).

Wysoka ekspresja BMI-1 koreluje z obnizonym czasem przezycia u pacjentow chorujacych
na glejaki (130, 158), rdzeniaki (87, 133), raka jamy nosowo-gardtowej (203), raka watroby
(57, 131), prostaty (222), jajnika (4, 80), trzustki (204, 235), biataczki (195).
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Nowotwory piersi maja sktonno$¢ do nawrotow wiele lat po zakonczonej terapii. Wyzsza
ekspresje BMI-1 obserwuje si¢ we wczesnych oraz pdznych przerzutach raka piersi
w stosunku do pierwotnych ognisk nowotworu. Bardzo wysoka ekspresje zaobserwowano
u pacjentek, u ktorych stwierdzono po6zne nawroty nowotworu (109). W nowotworach
pecherza ekspresja BMI-1 jest skorelowana z klasyfikacja guza, nawrotem nowotworu,
stadium TNM oraz rokowaniem. Pacjenci z nadekspresja BMI-1 wykazywali krotszy czas
przezycia niz pacjenci z obnizong ekspresja BMI-1 (185). Natomiast zmniejszenie ekspresji
BMI-1 w komorkach raka pluc wptywa na wzrost inwazji i metastazy komorek. Wzrost BMI-
1 zaobserwowano we wczesnym stadium raka phuc, a spadek w pé6znym stadium nowotworu

phuc (257).

3.3. BMI-1, potencjalny cel terapii antynowotworowych

BMI-1 stal si¢ potencjalnym celem terapii przeciwnowotworowych, poniewaz wptywa na
komorki macierzyste, ma zdolno$¢ do indukowania nowotwordéw u myszy, a takze wpltyw na
progresje nowotworow (26). W zwigzku z tym, poszukuje si¢ zwigzkéw, ktore moga istotnie
wptywac na jego ekspresje. Do takich zwigzkéw mozemy zaliczy¢ artemizyng, salinomycyne,
Erismodegib (NVP-LDE-225), inhibitory deacetylaz histonow, PTC-209, PTC-028, PTC-596
(ang.5-fluoro-2-(6-fluoro-2-methyl-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)-N4-(4-
(trifluoromethyl)phenyl)pyrimidine-4,6-diamine) (Ryc.5).

Artemizyna jest zwigzkiem, ktory jest powszechnie uzywany w leczeniu malarii, gtéwnie
szczepoOw opornych na leki. Ze wzgledu na swoja hydrofobowg strukture, artemizyna moze
przenika¢é przez btony komorkowe. Ponadto, zwigzek ten wykazuje aktywnosé
przeciwnowotworowa, poprzez uwrazliwienie komorek na zastosowane leczenie. Artemizyna
hamuje rowniez ekspresje BMI-1 na poziomie mRNA i biatka, przez co moze w przysztosci
by¢ zastosowana w leczeniu nowotwordw, w ktérych obserwuje si¢ nadekspreje BMI-1 (95,
117, 280). Komodrki z wyciszong ekspresja BMII  wykazuja wyzsza wrazliwo$¢ na
artemizyne, czego wynikiem jest nasilenie ekspresji pl6 oraz zahamowanie ekspresji CDK4
1 zatrzymanie cyklu komorkowego w fazie G1 (250).

Salinomycyna to monokarboksylowy antybiotyk polieterowy, ktory wykazuje aktywnos$¢
antynowotworowg w przypadku raka piersi, ptuc czy okreznicy. Aktywno$¢ ta wynika, z tego,
ze zwigzek ten wptywa na indukcje¢ apoptozy oraz hamuje proliferacj¢ oraz inwazj¢ komorek,
a takze ekspresj¢ markerow komorek macierzystych. Salinomycyna zahamowuje ekspresje

BMI-1 w komoérkach macierzystych raka ptaskonablonkowego glowy 1 szyi, obnizajac
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zdolno$¢ komorek do samoodnowy, a takze w warunkach in vitro ich zdolno$¢ do tworzenia
sferoid (123).

NVP-LDE-225 jest inhibitorem biatka smoothened, wchodzacego w sklad receptora
btonowego, ktory oddziatuje z biatkiem Sonic Hedgehog. Nanta i wsp. (2013) (169) wykazali,
ze NVP-LDE-225 w komorkach macierzystych stercza indukowat ekspresje miR-128, ktory
wptywal na spadek ekspresji BMI-1.

Ekspresje BMI-1 oraz poziom ubikwitynylacji lizyny 119 histonu H2A w komorkach raka
piersi oraz ludzkich multipotencjalnych komoérek macierzystych mogg réwniez obnizaé
inhibitory deacetylaz histonowych (21, 110). Jedne z najczgsciej stosowanych inhibitoréw tj.
maslan sodu i panobinostat zwickszajac ekspresje miR-31 w komorkach nowotworu piersi
prowadza do spadku ekspresji BMI-1 oraz indukujg proces starzenia (40). Inhibitor deacetylaz
SAHA (ang. Suberoylanilide Hydroxamic Acid) hamujac ekspresje¢ BMI-1 wplywa na
zahamowanie cech komoérek macierzystych glejaka (96).

Na ekspresje biatka BMI-1 wptywaja rowniez naturalnie wystepujace zwiazki jak kurkumina,
eodyna oraz 1,6,7-trihydroksyksanton. Wykazano, ze w komorkach raka piersi jednoczesne
traktowanie kurkuming 1 eodyng wptywato na wzrost ekspresji miR-34a, ktore hamowato
ekspresje BMII oraz BCL2 (83). Podobnie w komoérkach raka watroby 1,6,7-
trihydroksyksanton wplywal na wzrost ekspresji miR-218, ktory hamowal ekspresj¢ BMII
(66).

Istotng role w hamowaniu ekspresji BMI-1 odgrywaja selektywne niskoczasteczkowe
inhibitory takie jak PTC-028, PTC-209 czy PTC-596.

PTC-028 to inhibitor BMI-1, ktory hamuje ekspresje BMI-1 poprzez jego fosforylacje przez
co wplywa na zmniejszenie ilosci ATP w komorkach, zaburza réwnowage redoks
w mitochondriach co nasila apoptoze zalezna od kaspaz. W komodrkach nowotworowych
zwigzek ten selektywnie hamuje ich klonalny wzrost, a takze zywotno$¢ komorek (50).
W mysim modelu raka jajnika zastosowanie PTC-028 wykazuje aktywnos$¢
przeciwnowotworowa porownywalng ze standardowa terapia cisplatyng lub paklitakselem
(50).

PTC-209 to inhibitor BMI-1, ktory hamuje jego ekspresje na poziomie translacji poprzez
przytaczenie si¢ do regionu 3> UTR mRNA w komorkach linii raka jelita grubego HCT116.
PTC-209 zmniejsza wzrost komorek jelita grubego oraz eliminuje komorki inicjujace
nowotwér zardbwno w in vitro 1 in vivo (121). Zastosowanie PTC-209 w raku
ptaskonabtonkowym glowy i1 szyi powodowato nieodwracalne zatrzymanie progresji tego

nowotworu (236). PTC-209 w sposob zalezny od dawki zmniejsza zywotnos¢ komorek linii
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komorkowej raka btony drég zoétciowych, co w konsekwencji prowadzi do zatrzymania
proliferacji komorek. Ponadto, zaobserwowano, ze mimo zahamowania ekspresji BMI-1 na
poziomie biatka w tej linii dochodzito do wzrostu ekspresji na poziomie mRNA, co moze by¢
zwiazane z efektem kompensacji (165).

PTC-597 podobnie jak PTC-028 wptywa na zahamowanie ekspresji biatka BMI-1 poprzez
jego fosforylacje. PTC-596 w progenitorowych komorkach ostrej biataczki szpikowej obnizat
ekspresje MCL-1 oraz indukowal apoptoze niezaleznie od p53 (172). Podobne rezultaty
zaobserwowano w liniach komoérkowych chtoniaka. Pozytywnie ukonczono pierwsza faze
badan klinicznych nad PTC-596 u pacjentow z zaawansowanymi guzami litymi
(NCT02404480). Obecnie zwigzek ten jest w drugiej fazie badan klinicznych (159).
Inhibitory biatka BMI-1 poprzez obnizanie jego ekspresji zarowno w komorkach
nowotworowych oraz nowotworowych komoérkach macierzystych moga w przysztosci
w potaczeniu z klasycznymi terapiami przeciwnowotworowymi zapewniac lepsze rezultaty

leczenia (26).
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Rycina 5. Mechanizmy dzialania inhibitoréw BMI-1. Istnieje kilka terapeutykow, ktore wptywajg posrednio na ekspresj¢ BMI-1 poprzez regulacje
specyficznych mikroRNA tj. NVP-LDE-225/Erismodegib, inhibitory deacetylaz histonow oraz naturalnie wystepujace zwigzki (kurkumina, eodyna, 1,6,7
trihydroksyksantan, salinomycyna, artemizyna). Na bezpo$rednie zahamowanie ekspresji BMI-1 poprzez przytaczenie si¢ do regionu 3’UTR mRNA

wptywa PTC-209, a PTC-028 i PTC-596 hamuja ekspresje BMI-1 oraz poprzez jego defosforylacje .
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4. Cel badan

Biatko BMI-1 moze regulowa¢ szlak AKT, chociaz mechanizm tej regulacji nie jest
catkowicie poznany (280). Sugeruje si¢, ze w niektorych typach nowotworéow BMI-1
przytaczajac si¢ do regionu promotorowego genu PTEN i hamujac jego ekspresje, wptywa na
aktywacje szlaku kinazy AKT, co prowadzi do wzrostu proliferacji komorek
nowotworowych, a takze potencjalu migracyjnego 1 inwazyjnego nowotwordéw (203, 235).
Nieznany jest jednak wptyw BMI-1 na szlak AKT w komorkach nie wykazujacych ekspres;ji
PTEN. Ponadto w przypadku niektérych nowotworow badania kliniczne wykazaty, ze brak
lub niska ekspresja BMI-1 jest charakterystyczna dla nowotworéw o wyzszym stopniu
zaawansowania. Engelsen 1 wsp. (2008) (59) wykazali, ze niska ekspresja BMI-1 w raku
endometrium jest skorelowana z utratg receptora estrogenowego, przerzutowaniem oraz wigze
si¢ ze ztymi rokowaniami dla pacjentek (59). Dane literaturowe odno$nie roli biatka BMI-1
w regulacji szlaku kinazy AKT w raku endometrium s3 wigc niejednoznaczne. Ponadto dane
epidemiologiczne wskazuja, ze otytos¢ 1 zwiekszone stezenie insuliny we krwi wynikajace
z insulinoopornosci sg powaznymi czynnikami ryzyka wielu nowotworow w tym
nowotwordow endometrium. Ostatnie badania sugeruja, ze biatko BMI-1 moze mie¢ istotny
zwigzek z insulinooporno$cig iregulacja szlaku insuliny. Cannon i wsp. (2014) (25)
stwierdzili istnienie negatywnej korelacji pomiedzy poziomem BMI-1 a wrazliwos$cig na
insuling w komorkach watroby myszy (25). Dlatego istotnym wydaje si¢ okreslenie zaleznego
od stezenia glukozy i insuliny zwiazku pomiedzy BMI-1 a szlakiem kinazy AKT
w komorkach nowotworowych.

W zwiagzku z tym glownym celem przeprowadzonych w niniejszej pracy badan byto
okreslenie roli biatka BMI-1 w regulacji szlaku kinazy AKT w warunkach hipo-
1 hiperglikemii w raku endometrium oraz jego wplywu na potencjal migracyjny i inwazyjny
komorek. W badaniach wykorzystano dwie linie komérkowe raka endometrium (HEC-1A
oraz Ishikawa) rdéznigce si¢ ekspresja biatka PTEN oraz material kliniczny obejmujacy
preparaty tkanki prawidtowej endometrium oraz preparaty raka btony S$luzowej trzonu
macicy.

Cele szczegdtowe przeprowadzonych badan obejmowaty:

1) okreslenie wptywu wyciszenia lub zahamowania ekspresji BMI-1 na fosforylacje kinazy
AKT oraz ekspresje fosfataz zaangazowanych w regulacj¢ jej aktywnosci (PTEN, PP2A,
PHLPPI, PHLPP?2),
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2) okreslenie wplywu stymulacji insuling na zalezng od BMI-1 fosforylacj¢ kinazy AKT oraz
ekspresje genéw PTEN i PHLPP1/2 w komorkach raka btony $§luzowej macicy w warunkach
hipo- i1 hiperglikemii;

3) okreslenie wptywu zahamowania ekspresji BMI-1 na zywotnosc i proliferacje komorek
w warunkach hipo- lub hiperglikemii;

4) okreslenie wptywu zahamowania BMI-1 na potencjatl migracyjny i inwazyjny komorek
raka endometrium oraz ekspresje gendw zaangazowanych w przejscie epitelialno-
mezenchymalne (SNAIL, SLUG, ZEBI, TWIST, CDHI);

5) analiz¢ poréwnawczaekspresji BMI-1, PTEN, AKT, PHLPPI, PHLPP2 oraz poziomu
fosforylacji kinazy AKT w preparatach tkanek prawidlowych i raka blony $luzowej trzonu
macicy oraz w zaleznosci od parametrow kliniczno-patologicznych;

7) analize korelacji pomiedzy ekspresja BMI-1, PTEN oraz fosforylacjg kinazy AKT, a takze
ekspresja genow PHLPPI oraz PHLPP2 w preparatach raka endometrium.

5. Material

5.1. Material kliniczny

Materiat wykorzystany do badan stanowito 37 preparatow tkanki prawidlowej endometrium
oraz 93 preparaty raka blony $luzowej trzonu macicy, ktérego charakterystyka kliniczno-
patologiczna zostata przedstawiona w Tabeli 1. Material kliniczny pochodzit od pacjentek
przebywajacych na Oddziale Klinicznym Ginekologii Onkologicznej Szpitala im. M.
Kopernika w Lodzi. Zostat on uzyskany dzigki wspétpracy z prof. dr hab. Andrzejem
Bienkiewiczem.

Badania przeprowadzone w pracy doktorskiej uzyskaly pozytywng opini¢ Komisji ds.
Bioetyki Badan Naukowych Uniwersytetu *rodzkiego (UCHWALA NRI18/KBBN-
UL/1/2017).
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Tabela 1. Charakterystyka kliniczno-patologiczna preparatow raka btony §luzowej trzonu

macicy.
Charakterystyka materialu Liczba przypadkow
Tkanka prawidlowa endometrium 37
Preparaty nowotworow endometrium 93

Stopien zaawansowania wg klasyfikacji FIGO

I 51
II 19
I+1v 23

Stopien histologicznej zlosliwosci

Gl 17
G2 52
G3 24

Stopien naciekania miesniowki

<172 41
>1/2 52

Zajecie wezlow chlonnych

Nie 77
Tak 16

5.2. Linie komorkowe raka blony Sluzowej raka trzonu macicy

W badaniach wykorzystano dwie linie raka blony $luzowej trzonu macicy HEC-1A oraz
Ishikawa. Lini¢ komorkowa HEC-1A zakupiono w ATCC (ang. American Type Culture
Collection), a lini¢ Ishikawa w ECACC (ang. European Collection of Authenticated Cell
Cultures).
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Charakterystyka linii komorkowych:

HEC-1A- linia komodrkowa, ktora pochodzi z gruczolakoraka 71-letniej pacjentki
z nowotworem o Sredniozaawansowanym stopniu histologicznej ztosliwosci (G2). Linia
komoérkowa HEC-1A w warunkach in vivo formuje dobrze zréznicowanego gruczolakoraka
endometrium, ktéry znajduje si¢ w II stopniu zaawansowania klinicznego. Linia ta
charakteryzuje si¢ rowniez ekspresja czynnika aktywujacego ptytki krwi (PAF, ang. platelet-
activating factor) oraz ekspresja fostatazy PTEN. Ekspresja PAF w linit HEC-1A wptywa na
ekspresje¢ czynnika c-fos.

Ishikawa- linia komoérkowa pochodzaca z gruczolakoraka 39-letniej pacjentki. Komorki tej
linii u atymicznych nagich myszy indukuja dobrze zrdéznicowanego gruczolakoraka.
Wykazano, ze linia Ishikawa zar6wno w hodowli komoérkowej i nowotworach indukowanych
charakteryzuje si¢ ekspresja receptora progesteronowego (PR, ang. progesterone receptor)
oraz estrogenowego (ER, ang. estrogen receptor). Ponadto, komorki tej linii wytwarzaja
gonadotroping kosmowkowa (CG, ang. chorionic gonadotropin), hormon uwalniajacy
kortykotroping (CRH, ang. corticotropin-releasing hormone) oraz tozyskowa fosfataze
alkaliczng. Linia ta nie wykazuje ekspresji biatkka PTEN ze wzgledu na mutacje wystepujaca
w tym genie.
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6. Metody

6.1. Hodowla komorek

Hodowle komorek raka btony $luzowej trzony macicy HEC-1A oraz Ishikawa prowadzono
w warunkach standardowych (37°C, wilgotnosci 95%, w atmosferze wzbogaconej w 5%
CO,) oraz z podlozu DMEM:F12 (Biowest, Francja), ktore zawierato 2 mM L-glutamine, 15
mM HEPES oraz 10% ptodowa surowic¢ bydleca (FBS, ang. fetal bovine serum) (Biowest,
Francja) w przypadku linii komoérkowe; HEC-1A oraz 5 % FBS w przypadku linii
komorkowej Ishikawa. Podtoze hodowlane zmieniano w butelkach hodowlanych co 2 dni.
Komorki obu linii komérkowych pasazowano co 4-5 dni w stosunku 1:8, a trypsynizowano
przy uzyciu roztworu 0,25% trypsyny z 0,02% EDTA (Biowest, Francja).

W zaleznosci od analizy, komorki wysiewano na 6-, 12-, 24-,lub 96- dotkowe ptytki na 24
godziny przed planowanym eksperymentem. Liczbe komorek wysianych na poszczegdlne

ptytki hodowlane przedstawia Tabela 2.

Tabela 2. Liczba komorek wysianych na poszczegdlne ptytki hodowlane.

Lp. Rodzaj zastosowanego Liczba komoérek
naczynia hodowlanego (ilo$¢ komorek na dotek)
HEC-1A Ishikawa
1. Ptytka hodowlana 6-dotkowa 400 000 300 000
2. Ptytka hodowlana 12-dotkowa 200 000 150 000
3. Plytka hodowlana 24-dotkowa 100 000 75 000
4. Ptytka hodowlana 96-dotkowa 8 000 6 000

6.2. Zmniejszenie ekspresji BMI-1 metoda interferencji RNA oraz przez zastosowanie
PTC-209

Ekspresje genu BMII wyciszono przy uzyciu Silencer® Select siRNA firmy Ambion® (ID:
s2016) (U.S.A.). Kontrolg stanowit Silencer®™ Select Negativ Control #1 siRNA o sekwencji
niehomologicznej do genéw cztowieka (Ambion®™, U.S.A).

Transfekcja komorek zostata przeprowadzona przy uzyciu odczynnika Lipofectamine™
RNAIMAX (Invitrogen™™, U.S.A.) zgodnie z zaleceniami producenta zawartymi w protokole.
Przygotowano dwie probki, z ktorych kazda zawieralo po 100 pul medium Opti-MEM

(Gibco®, U.S.A.) ze zredukowana zawarto$cia surowicy. Do pierwszej zostal dodany
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odczynnik Lipofectamine™, a do drugiej 30 nM siRNA, a nastepnie po S5-minutowej
inkubacji probowke zawierajaca siRNA przenoszono do probowki zawierajacej odczynnik do
transfekcji. Catos¢ delikatnie mieszano, inkubowano 15 minut w temperaturze pokojowe;,
a nastgpnie powstalty kompleks dodawano do dotka z komorkami. Komorkom po 24
godzinach od transfekcji zmieniano podtoze. Efekt interferencji na poziomie mRNA i biatka
w przypadku obu linii komérkowych badano po 48 h.

Translacja bialka BMI-1 zostata zahamowana przy uzyciu PTC-209 (ang. N-(2,6-dibromo-4-
methoxyphenyl)-4-(2-methylimidazo[1,2-a] pyrimdin-3-yl)-2-thiazolamine). Komorki obu linii
wysiewano na plytki hodowlane 6-dotkowe w gestosci podanej w Tabeli 2. We wszystkich
eksperymentach traktowano komoérki PTC-209 w stezeniu 5 uM, ktére wybrano na podstawie
wczesniejszych badan, wskazujacych na najlepszy efekt hamowania ekspresji BMI-1. Efekt
dziatania BMI-1 na poziomie mRNA oceniano po 48 godzinach, a na poziomie biatka po 48

lub 72 godzinach.

6.3. Traktowanie komorek

Komorki HEC-1A oraz Ishikawa wysiewano na 12-dokowe ptytki hodowlane o gestosci
podanej w Tabeli 2, a nastgpnie traktowano PTC-209 (MedChemTronica) w warunkach
hipoglikemii (0,5 mM glukoza) oraz w warunkach hiperglikemii (30 mM glukoza). Efekt
zaro6wno na poziomie mRNA 1 biatka oceniano po 48 godzinach.

Komorki obu linii komérkowych wysiewano réwniez na plytke 12-dotkowsa, a nastgpnego
dnia na ptytach zmieniano medium na medium bez surowicy o odpowiednim st¢zeniu
glukozy 0,5 mM (warunki hipoglikemii) lub 30 mM (warunki hiperglikemii) w obecnosci lub
braku inhibitora PTC-209 (5 uM, MedChem Tronica). Po uplywie 24 godzin komorki
stymulowano insuling w warunkach hipo- lub hiperglikemii, a nast¢pnie zbierano po 2, 4, 6, 8

godzinach od momentu stymulacji insuling.

6.4. Izolowanie RNA

Izolacje RNA zaréwno z tkanek jak i badanych komorek przeprowadzono przy uzyciu
zestawu EXTRACTME TOTAL RNA firmy DNA Gdansk (Polska).

Osad komorek zawieszano w 600 pl buforu lizujacego RLys, ktory zawierat 1% 2-
merkaptoetanol. Probki intensywnie worteksowano, a nastgpnie wirowano przy
15000 x g przez 2 minuty. Uzyskany supernatant nanoszono na minikolumng

homogenizacyjna H znajdujaca si¢ w proboéwce odbierajacej 1 wirowano przez 2 minuty przy
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15 000 x g. Otrzymany przesacz mieszano z 600 pl 96 % etanolu, a nastgpnie przenoszono na
umieszczong w probdwcee odbierajacej minikolumne wigzaca B 1 wirowano przez 1 minute
przy 15 000 x g. Minikolumne ptukano trzykrotnie z wykorzystaniem buforéw RW1 i RW2.
Nastepnie minikolumny umieszczano .w probdéwkach typu Eppendorf o pojemnosci 1,5 ml
i na $rodek kazdej z nich dodawano 20 ul buforu elucyjnego REB, inkubowano przez
3 minuty w temperaturze pokojowej, po czym wirowano przez 2 minuty przy 11 000 x g.

Wyizolowane RNA umieszczano w temperaturze -20°C.

6.5. Spektrofotometryczna analiza czystosci RNA

Na oceng czysto$ci wyizolowanego RNA pozwala metoda spektorfotometryczna poprzez
pomiar absorbancji probek przy dhugosciach fal 260 nm i 280 nm. Jako wzér czystosci
wyizolowanego RNA uznaje si¢ warto$¢ Azeo/Azgo, ktora miesci si¢ w granicach 1,8-2,0.
Stezenie RNA poszczegolnych préb, okreslono przy pomocy warto$ci absorbancji przy
dtugosci fali 260 nm, przy uzyciu nastepujacej zaleznosci:

¢ pg/ml = Az x 40 pg/ml x rozcienczenie
warto§¢ 40 pg/ml to stezenie jednoniciowego RNA, ktore odpowiada absorbancji

jednostkowej przy dtugosci drogi optycznej wynoszacej 1 cm.

6.6. Reakcja odwrotnej transkrypcji

Reakcja odwrotnej transkrypcji zostata wykonana zestawem High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems) zgodnie z protokolem zamieszczonym przez
producenta. 2 ug RNA zawieszano w 10 ul wody wolnej od RNAz 1 dodawano 2 pl buforu
reakcyjnego (10x RT Bufor), 2 ul starterow losowych (10x RT Random Primers), 0,8 ul
deoksyrybonukleotydow dNTP (100 mM), 1 pl odwrotnej transkryptazy (MultiScribe Reverse
Transcriptase) 1 4,2 pul wody wolnej od RNAz. 20 pl uzyskanej mieszaniny inkubowano
w temperaturze 25°C przez 10 minut, w 37°C przez 120 minut oraz w 85°C przez 5 minut.

Uzyskane cDNA przechowywano w temperaturze -20°C.
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6.7. Reakcja lancuchowa polimerazy z analiza przyrostu iloSci produktu w czasie
rzeczywistym (Real Time PCR)
Reakcje Real Time PCR przeprowadzono przy pomocy testu TagMan“Gene Expression
Assay (Applied Biosystems, U.S.A.), zawierajagcego komercyjnie dostepne zestawy
nieznakowanych specyficznych starterow oraz sond TagMan® MGB znakowanych
barwnikiem fluorescencyjnym FAM™. Uzyte zestawy przedstawiono w Tabeli 3.
Mieszanina reakcyjna skfadata sie z 1 plcDNA, 0,5 ul sond TagMan® (20x TaqMan®Gene
Expression Assays, Applied Biosystems, USA), 3,5 ul wody oraz 5 ul buforu reakcyjnego
(TagMan® Universal PCR Master Mix: polimeraza TaqMan®, dNTP, bufor reakcyjny,
Applied Biosystem, USA). Profil termiczny obejmowat wstgpng denaturacje w temperaturze
95°C przez 10 minut, oraz 40 cykli obejmujacych inkubacje¢ w temperaturze 95°C przez
15 s, a takze inkubacje w temperaturze 60°C przez 1 minute.
Ekspresje poszczegdlnych gendéw analizowano rowniez przy pomocy reakcji PCR w czasie
rzeczywistym wykorzystujac odpowiednio zaprojektowane startery (Tabela 4). W tym
przypadku w sktad mieszaniny reakcyjnej wchodzito 1 pl cDNA, 2 ul buforu reakcyjnego (5x
HOT FIREPol“Eva Green"qPCR Mix Plus (ROX)), 0,25 pl startera F (Forward Primer), 0,25
ul startera R (Reverse Primer), 6,5 pl wody. Profil termiczny obejmowat denaturacje wstepna
w temperaturze 95°C przez 12 minut oraz 40 cykli obejmujacych inkubacj¢ w temperaturze
95°C przez 15 sekund, 61 °C przez 20 sekund i 72 °C przez 20 sekund.
Reakcje PCR w czasie rzeczywistym prowadzano w urzadzeniu Mastercyclerep realplex
(Eppendorf). Wartosci cyklu progowego (C;, ang. Copy treshold) dla poszczegdlnych probek
przeliczano na liczbe kopii mRNA analizowanych genow przypadajaca na 1000 kopii mRNA
genu HPRTI wedlug nastgpujacej zaleznosci:

ACt = Ct genu badanego — Ct genu referencyjnego

L =1000%2

gdzie L to liczba kopii mRNA badanego genu/1000 kopii mRNA genu referencyjnego
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Tabela 3. Nazwy badanych genow wraz z numerami identyfikacyjnymi poszczegdlnych

zestawOow sond.

Nazwa genu Sonda TaqMan®
PP24 Hs00603515 ml
PHLPPI Hs01597871 ml
PHLPP?2 Hs00982295 ml
HPRTI Hs02800695 m1
BMI1 Hs00180411 ml

Tabela 4. Nazwy badanych genow wraz z sekwencjami odpowiednio zaprojektowanych

starterOw.

Nazwa genu Sekwencje starterow

BMI1 F: AATTAGTTCCAGGGCTTTTCAA

R: CTTCATCTGCAACCTCTCCTCTAT
PTEN F: ACAGCCATCATCAAAGAGATCGT

R: TGCTTTGAATCCAAAAACCTTACTA
HPRTI F: CCCTGGCGTCGTGATTAGTG

R: ACACCCTTTCCAAATCCTCAGC
PHLPPI F: AAACCTCACAGCACGGGTAG

R: AGGCAGGTCCCACATAGGAT
PHLPP2 F: TCCTGACCTCGGCTGTATGA

R: GGGTCTTTCCCTTGCGTACA
SNAIL F: TGTCAACAGTACCACTGCCA

R: CCGGACTCTTGGTGCTTGTG
SLUG F: AGAGCATTTGCAGACAGGTCA

R: CTACACAGCAGCCAGATTCCT
ZEBI F:AAAGATGATGAATGCGAGTC

R: TCCATTTTCATCATGACCAC
TWIST F: CTAGATGTCATTGTTTCCAGAG

R: CCCTGTTTCTTTGAATTTGG
CDH1 F: TACATCTCCCTTCACAGC

R: ATAGATTCTTGGGTTGGGTC
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6.8. Otrzymywanie lizatu komorkowego

Preparaty tkankowe i komodrkowe lizowano w buforze RIPA (50 mMTris HCl (pH 8),
1% nonidet P-40, 150 mM NaCl, 0,5 % deoksycholan sodu, 1 mM EDTA, 0,1% SDS, 1 mM
PMSF), a nastepnie homogenizowano przez 30 s na lodzie za pomocg sonikatora (Vibra Cell
TM model VCX-130, USA). Po 30 minutowej inkubacji na lodzie, probki wirowano przy

5000 obr/min (wiréwka Sorvall™

model ST16R, USA) przez 5 minut w temperaturze 4°C.
Uzyskane supernatanty przenoszono do nowych probdéwek typy Eppendorf, a nastepnie

przechowywano w temperaturze -20 °C.

6.9. Western blotting

6.9.1. Elektroforeza

Lizaty komorkowe i tkankowe mieszano w stosunku 2:1 z 0,9 objetosciami buforu do
rozpuszczania probek (250 mM Tris-HCI pH 6,8, 40% glicerol, 8% SDS, pironina) oraz 0,1
objetosci 2-merkaptoetanolu. Probki denaturowano przez 5 minut w 100°C, schtadzano,
a nastgpnie nanoszono na zel.

Rozdziat elektroforetyczny probek przeprowadzono metoda Laemmliego (1970) w 8% zelu
poliakrylamidowym (375 mM Tris-HCI o pH 8,8 oraz 20% SDS) w ptytkach o wymiarach
(100 x100 x 2 mm) (125). Probki zatezono w 3 % zelu zatezajacym (125 mM Tris-HCI pH
6,8 oraz 20% SDS). Elektroforetyczny rozdziat probek przeprowadzono w uktadzie: 192 mM
glicyna, 0,1% SDS, 25 mM Tris (pH 8,3). Rozdziat elektroforetyczny w zelu zatgzajacym
przebiegal przy natezeniu pradu 25mA na pytkg. Po wejsciu biatek w Zel rozdzielajacy
zwigkszono natezenie pradu do 35 mA na plytke. Czas rozdziatu elektroforetycznego trwat

okoto 2 godzin.

6.9.2. Transfer bialek na membran¢ Immobilonu-P

Zgodnie z metoda Towbina i wsp. (1979) biatka, ktére ulegly rozdzieleniu w zelu
poliakrylamidowym przenoszono elektroforetycznie na membrang Immobilonu-P (o $rednicy
porow 0,45 um) (219). Elektrotransfer zostat przeprowadzony w buforze o sktadzie 192 mM
glicyna, 20% metanol, 25 mMTris (pH 8,3) w warunkach 4 °C przy statym napieciu 60 V
przez okoto 16 godzin.

Unieruchomione na membranie Immobilonu-P biatka barwiono w 0,2 % roztworze Ponceau S

w 3% kwasie octowym w temperaturze pokojowej przez 5 minut. Po odptukaniu nadmiaru
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barwnika woda zaobserwowano wyrazne pasma biatek, ktére umozliwily kontrole
elektrotransferu. Pasma biatek odbarwiono w roztworze TBST 0,05 M Tris HCI — 0,15M
NaCl - 0,01% Tween 20, pH 7,5 (TBS-0,01% Tween 20).

6.9.3. Immunodetekcja bialek
Immunodetekcje  biatek  unieruchomionych na membranie Immobilonu-P
przeprowadzono w nastepujacych etapach:

1. ograniczenie niespecyficznego wigzania si¢ przeciwcial do membrany Immobilonu-
P poprzez godzinng inkubacje w roztworze TBS — 0,03% Tween 20 (0,05 M Tris
HCI1 - 0,15M NaCl - 0,03% Tween 20, pH 7,5);

2. dwugodzinna inkubacja z przeciwcialami drugorzedowymi, rozcienczonymi
roztworem TBS - 0,01%-Tween 20; charakterystyke przeciwcial umieszczono
w Tabeli 5;

3. odptukanie nadmiaru przeciwcial nie zwigzanych z antygenem poprzez trzykrotne
przeptukanie membrany w 10 ml roztworu TBS — 0,01% Tween 20; kazde plukanie
10 minut;

4. jednogodzinna inkubacja w temperaturze pokojowej z przeciwcialami
drugorzedowymi skompleksowanymi z peroksydaza chrzanu w roztworze TBS-
0,01%; charakterystyke przeciwciat umieszczono w Tabeli 5;

5. odplukanie nadmiaru przeciwcial nie zwigzanych 2z antygenem poprzez
szeSciokrotne plukanie w 10 ml buforu TBS-0,01% Tween 20; kazde ptukanie
5 minut;

6. identyfikacja komplesku antygen-przeciwcialo, metoda chemiluminescencji przy
uzyciu zestawu SuperSignal™ West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate
(Thermofisher Scientific™, Litwa);

7. utrwalenie  chemiluminescencji membrany poprzez zaciemnienie kliszy
rentgenowskie;j.

Na podstawie Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder, (ThermoScientific,

Litwa) zostala okre§lona masa czasteczkowa badanych biatek.
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Tabela 5. Charakterystyka przeciwcial wykorzystanych do immunodetekcji.

L.p Przeciwciala I-rzedowe Miano Przeciwciala Il-rzedowe Miano
anti-BMI-1 (#6964) goat anti-rabbit IgG (#7074)
krolicze przeciwciata kozie przeciwciata poliklonalne
monoklonalne klasy IgG sprz¢zone z peroksydaza chrzanu
1 | skierowane przeciwko biatku | 1:1000 | skierowane przeciwko IgG krolika | 1:5000
BMI-1
Firma: Firma:
Cell Signaling Technology™ Cell Signaling Technology™
anti-PTEN (sc-7974) horse anti-mouse IgG (#7076)
mysie przeciwciata monoklonalne konskie przeciwciala sprzezone
2 | klasy IgG skierowane przeciwko z peroksydaza chrzanu
biatku PTEN 1:1000 | skierowane przeciwko IgG myszy | 1:5000
Firma: Firma:
Santa Cruz Biotechnology” Cell Signaling Technology™
anti-AKT (sc-5298) horse anti-mouse IgG (#7076)
mysie przeciwciata monoklonalne konskie przeciwciala sprzezone
3 | klasy IgG skierowane przeciwko z peroksydaza chrzanu
biatku AKT skierowane przeciwko IgG myszy
Firma: 1:1000 Firma: 1:5000
Santa Cruz Biotechnology® Cell Signaling Technology™
anti-phospho-Akt (Ser473)
(#9271) goat anti-rabbit 1gG (#7074)
4 | krolicze przeciwciala poliklonalne kozie przeciwciata poliklonalne
klasy IgG skierowane przeciwko sprz¢zone z peroksydaza chrzanu
biatku AKT fosforylowanemu na | 1:1000 | skierowane przeciwko IgG krolika | 1:5000
Serd73
Firma: Firma:
Cell Signaling Technology® Cell Signaling Technology®
anti-p-actin (sc-47778) horse anti-mouse IgG (#7076)
mysie przeciwciata monoklonalne konskie przeciwciala sprzezone
5 | klasy IgG skierowane przeciwko z peroksydaza chrzanu
B-aktynie 1:1000 | skierowane przeciwko IgG myszy | 1:5000

Firma:
Santa Cruz Biotechnology®

Firma:
Santa Cruz Biotechnology®
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6.10. Analiza ilosciowa bialka metodg Lowry’ego

Stezenie biatka w preparatach tkankowych i komorkowych okreslono zmodyfikowang metoda
Lowry’ego (154).

Do 5 ul roztworu biatka dodano 45 pl wody, a nastepnie 50 ul 1 M NaOH i inkubowano
w temperaturze pokojowej przez 20 minut. Trzydziesci minut przed dodaniem sporzadzono
zasadowy roztwor miedzi (2% winian sodowo-potasowy, 1% roztwoér CuSOs, 2% roztwor
Na,CO3 w stosunku 1:1:1000), ktory nastepnie dodano po 1 ml do kazdej z probek. Po 10
minutowe]j inkubacji dodano rozcienczonego woda w stosunku 1:1 odczynnika Folina —
Ciocalteu’a, a nastgpnie energicznie mieszano. Probki poddano 30 minutowej inkubacji
w temperaturze pokojowej, a nastgpnie zmierzono absorbancje w fotokolorymetrze typu
Speckol 11 (Carl-Zeiss, Jena) przy dtugosci fali 750 nm. Pomiary dla poszczeg6élnych probek

standaryzowano wzgledem kontroli na odczynniki.

v=00115x+0.0473
0.6 ! : CRE= 09977

AT30

0 10 20 30 40 3} G0
cwzorea [nz]

Rycina6. Krzywa wzorcowa do oznaczania zawartosci biatka.

6.11. Testy na migracje¢ i inwazje

Potencjat komorek HEC-1A oraz Ishikawa do inwazji i migracji po zastosowaniu inhibitora
PTC-209 oceniono za pomoca odpowiednich testoéw.Potencjal migracyjny komorek okreslono
przy pomocy ,wound-healing” oraz testu , Transwell”, w ktorym wykorzystano inserty
o odpowiednich wielkosciach porow, w przypadku oceny potencjatu inwazyjnego komorek

inserty dodatkowo optaszczono Matrigel “Basement Membrane Matrix (Corning).
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6.11.1 Test ,,wound-healing”

Komorki raka btony $luzowej trzonu macicy HEC-1A i Ishikawa wysiewano na ptytki 12-
dotkowe o gestosci przedstawionej w Tabeli 2., 24 godziny przed planowanym
eksperymentem, w celu ich przyklejenia si¢ do powierzchni naczynia hodowlanego. Po tym
czasie w kazdym z dotkow ptytki hodowlanej wykonano koncowka na 200 pl ryse. Komorki,
ktére zostaly odklejone podczas wykonywania rysy odptukano roztworem DPBS (ang.
Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline; Biowest, Francja). Nastepnie komorki pozostate na
ptytce hodowlanej potraktowano 5 puM inhibitorem PTC-209. Komorki nie traktowane
zwigzkiem stanowity kontrolg. Potencjal migarcyjny oceniono na podstawie zmierzonej
wielko$ci rysy za pomoca podziatki mikroskopu $wietlnego (Nikon Eclipse TE200
microscope with Zeiss CCD video camera AcioCam ERc5s). Pomiaru wielkosci rysy

dokonano po 0, 24 1 48 godzinach.

6.11.2. Test ,,Transwell-assay” i ocena potencjalu inwazyjnego komoérek przy pomocy
Matrigel®Basement Membrane Matrix (Corning)

Oceng potencjalu migracyjnego przy pomocy ,, Transwell assay” oraz potencjalu inwazyjnego
przy pomocy Matrigel® Basement Membrane Matrix (Corning) wykonano z zastosowaniem
insertow wielkosci porow 8 um z membrang z politereftalanu etylenu (PET, ang.
Polyethyleneterephthalate) (Greiner Bio-One, Niemcy). Komoérki potraktowane 5 uM PTC-
209 po 24 godzinach wysiewano w medium bez surowicy, a nastepnie przenoszono do insertu
(5 x 10", ktory umieszczano w dotkach ptytki hodowlanej zawierajacej medium z surowica.
Inserty w przypadku oceny inwazji oplaszczano dodatkowo Matrigel“Basement Membrane
Matrix (Corning). Jako kontrole uzyto komorek nie traktowanych zwigzkiem. Po
24 godzinach inkubacji komorki z gbérnej komory insertu usuwano, a nastgpnie
przeptukiwano dwukrotnie DPBS (ang. Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline, Biowest,
Francja). Inserty utrwalano w 4% paraformaldehydzie i barwiono barwnikiem Giemsy.
W  celu oceny potencjalu migracyjnego i inwazyjnego komorki liczono przy uzyciu
mikroskopu $wietlnego (Nikon Eclipse TE200 microscope with Zeiss CCD video camera

Acio Cam ERc5s).
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6.13. Ocena zywotnosci i proliferacji komoérek testem MTT

W celu oznaczenia zywotnoS$ci i proliferacji komorek uzyto metody MTT (Bromek 3- (4,5-
dimetylotiazol-2-ilo)-2,5-difenylotetrazoliowy). Komorki wysiewano na plytki 96-dotkowe
w gestosci odpowiedniej dla danej linii komdrkowej. Po 24 godzinach komorki traktowano
5 uM PTC-209 w warunkach hipoglikemii (0,5 mM glukoza) oraz hiperglikemii (25 mM
glukoza) i inkubowano przez 48 godzin. Do kazdego dotka ptytki dodawano po 50 pl
roztworu soli tetrazolowej (ste¢zenie koncowe 5 mg/ml). Plytke hodowlang umieszczono
w inkubatorze na 2 godziny. Po zakonczeniu inkubacji usuwano medium i dodawano do
kazdego dotka po 100 pl dimetylosulfotlenku w celu rozpuszczenia powstatych krysztatow
formazanu. Po delikatnym wymieszaniu absorbancj¢ roztworu formazanu odczytywano przy
dtugosci fali A=590 nm. Od kazdej absorbancji odejmowano absorbancj¢ kontroli
odczynnikowej. Procent zywych komorek wyliczano porownujac wartos¢ absorbancji prob
badanych z warto$cig absorbancji kontroli (komoérki nietraktowane zwigzkami). Absorbancje

kontroli przyjmowano za 1.

6.14. Immunoprecypitacja chromatyny

Komoérki wysiewano na plytke 6-dotkowa, a nastgpnego dnia traktowano 5 uM PTC-209
(MedChem Tronica). Po 48 godzinach od traktowania z kazdego z dotkéw usuwano medium
i przeplukiwano DPBS (Biowest, Francja). Nastepnie do dotkéw dodawano 1% formaldehyd
w DPBS i inkubowano w temperaturze pokojowej przez 14 minut. Po inkubacji do
mieszaniny dodawano 100 ul 2,5 M glicyny. Mieszaning usuwano po 4 minutach, a nastepnie
dotki przeptukiwano DPBS. Do komérek dodawano 2 ml buforu lizujacego (Lysis Buffer: 10
mM HEPES, 85 mM KCI, 0.5% Triton X-100, 1 mM PMSF), inkubowano 7 minut,
przenoszono do nowych probowek i wirowano 900 rpm przez 2 minuty. Supernatant
usuwano, a komorki zawieszano w 700 ul buforu do lizowania o duzej zawartosci soli (Lysis
Buffer High Salt: 1x DPBS, 1% Triton X-100, 0.5% deoksycholan sodu, 0.1% SDS, 1 mM
PMSF), a nastgpnie homogenizowano przez 30 s oraz 10 s na lodzie za pomoca sonikatora
(Vibra Cell TM model VCX-130, USA). Po sonifikacji komorki wirowano przy 10 000 rpm
przez 10 minut w temperaturze 4°C, po czym supernatant przenoszono do nowych probowek
1oznaczano zawarto$¢ biatka metoda Lowry’ego w celu ustalenia ilosci okreslonych
przeciwcial, ktére maja by¢ dodane. Do nowych probowek przenoszono 650 pl uzyskanego
supernatantu, a nastepnie z tego przenoszono 10 pl do nowych proboéwek (INPUT, catkowita

ilos¢ chromatyny). Do probowek z supernatantem dodawano 25 pl kulek agarozowych
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(Protein A/G PLUS-Agarose, Santa Cruz Biotechnology) i inkubowano na rotorze przez 30
minut w 4°C w celu oczyszczenia wstepnego. Po inkubacji probki wirowano przy 5 000 rpm
przez 5 minut w temperaturze 4°C, a supernatant przenoszono do nowych prébowek. Do
uzyskanego supernatantu dodawano przeciwciata pierwszorzedowe przeciwko biatku BMI-1
(#6964; Cell Signaling Technology®) oraz kontrolne normal mouse IgG (sc-2025, Santa Cruz
Biotechnology) i inkubowano na rotorze w 4°C przez cala noc. Nastgpnie do probek
dodawano 50 pl kulek agarozowych Protein A/G PLUS-Agarose beads (Santa Cruz
Biotechnology) i inkubowano na rotorze przez 2 godziny w 4°C. Probki wirowano przy
12 000 rpm przez 20 s, usuwano supernatant, a kulki agarozowe Protein A/G PLUS-Agarose
beads ptukano dwukrotnie w 300 pl buforu do lizowania o duzej zarartosci soli (Lysis Buffer
High Salt), przy czym po kazdym plukaniu wirowano przy 12 000 rpm przez 20 s. Kulki
agarozowe Protein A/G PLUS-Agarose beads przemywano czterokrotnie w 300 pl buforze do
przemywania (Wash Buffer:100 mM Tris (pH 8), 500 mM LiCl, 1% Triton X-100,
1% deoksycholan) przy czym po kazdym przemyciu wirowano przy 12 000 rpm przez
20 s. Osady oraz uzyskang wczesniej catkowitg ilo§¢ chromatyny zawieszano w 300 pl
buforu elucyjnego (Elution Buffer: 1% SDS, 0,1 M NaHCO3). Probki inkubowano w 67°C
przez 2 godziny i worteksowano co 15 minut, a nast¢pnie wirowano probki w celu usunigcia
kulek agarozowych Protein A/G PLUS-Agarose. Supernatant przenoszono do nowych
probowek i1 inkubowano w 67°C przez cata noc. Po inkubacji probki wirowano przy 10 000
rpm przez 3 minuty w celu pozbycia si¢ pozostatych kulek agarozowych Protein A/G PLUS-
Agarose beads. Z uzyskanego supernatantu izolowano DNA. Do uzyskanego supernatantu
dodawano rowng objetos¢ mieszaniny fenol: chloroform: alkohol izoamylowy (25:24:1),
mieszano delikatnie na rotorze przez 5 minut, a nast¢pnie wirowano przez 10 minut przy
10 000 rpm w temperaturze pokojowej. Supernatant przenoszono do nowych probowek
1 powtarzano wczesnie] wykonany krok. Do uzyskanego supernatantu dodawano rowng
objetos¢ mieszaniny chloroform: alkohol izoamylowy (24:1), mieszano delikatnie na rotorze
przez 2 minuty, a nast¢pnie wirowano 1 minute przy 10 000 rpm. Supernatant przenoszono do
nowej probowki, dodawano 2 objetosci 100% etanolu, delikatnie mieszano 1 inkubowano
w 20 °C przez calg noc. Po inkubacji probki wirowano przy 14 000 rpm przez 20 minut.
Wirowanie w tych warunkach powtarzano po usunigciu supernatantu i dodaniu 1 ml 95 %
etanolu. Po wirowaniu usuwano supernatant, a uzyskany DNA suszono w temperaturze
pokojowej, a nastepnie rozpuszczano w sterylnej wodzie. Preparat zawierajacy DNA

przechowywano w temperaturze -20 °C.
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6.14.1. Tlosciowa analiza DNA otrzymanego po immunoprecypitacji chromatyny
z zastosowaniem reakcji lancuchowej polimerazy z analiza przyrostu produktu w czasie
rzeczywistym

Real Time PCR pozwala na ilosciowa analiz¢ DNA uzyskanego na drodze
immunoprecypitacji chromatyny z zastosowaniem przeciwcial niespecyficznych (kontrola)
oraz przeciwcial rozpoznajacych badane biatko.

Reakcje przeprowadzono za pomoca termocykleraMastercycler”ep realplex (Eppendorf),
w préobowkach zawierajacych 1 ul DNA oraz 9 pl mieszaniny reakcyjnej o sktadzie: 6,5 pl
wody, 0,25 pl startera F i 1 pl startera R (komplementarnych do regionéw promotorowych
badanych genow; Tabela 6) oraz 2 pl buforu reakcyjnego (5x HOT FIREPol ® Eva Green ®
gPCR Mix Plus (ROX)). Kolejnymi etapami byty: denaturacja wstepna w temperaturze 95°C
przez 12 minut oraz 40 cykli obejmujacych inkubacje w temperaturze 95°C przez 15 sekund,
61 °C przez 20 sekund i 72 °C przez 20 sekund.

Tabela 6. Charakterystyka starterow stosowanych w analizie ilosciowej] DNA za pomocg

Real Time PCR.

Gen Sekwencja starterow
F | CGGGCGGTGATGTGGC
PTEN

R | GCCTCACAGCGGCTCAACTCT
F

PHLPPI AGACGGGGCCAGCGATCCTGTGAA
R | GTCGAGGATACCCAGAAGA
F

PHLPP2 ATGTGGTTTCATGTGTTTGTTCTCA
R | CATGGCTTTGTTTTAAAATGGAGTG

Uzyskane wartosci c¢; odpowiednio dla immunoprecypitatow chromatyny oraz prob
wyjsciowej chromatyny postuzyty do obliczenia tzw. procentu wyjsciowej ilosci chromatyny,

ktoéry pozwala na ocen¢ réznicy w ilosci fragmentéw regiondw promotorowych badanych
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genow, ktore uzyskano w wyniku immunoprecypitacji w poszczegdlnych probkach. Do
obliczen zastosowano wzor:

% wyj§ciowej chromatyny=100%2¢![zrormalizowany ChiP]

Act [znormalizowany ChiP]= (¢ ChiP]- ¢[wyjsciowej chromatyny])-Log2 IDF

Gdzie: IDF (ang. Input Dilution Factor) to wspoOtczynnik rozcienczenia wyjsciowej
chromatyny, czyli stosunek frakcji chromatyny przeznaczonej do immunoprecypitacji
wzgledem frakcji pozostawionej wyjsciowej chromatyny pomnozony przez jej rozcienczenie

przed rozpoczgciem reakcji Real Time PCR (141).

6.15. Analiza statystyczna

Wyniki badan opracowano w programie statystycznym GraphPad Prism 5. Analize
densytometryczng uzyskanych wynikow przeprowadzono w programie Gel Pro 3.0 (Media
Cybernetics). W przypadku danych klinicznych w celu poréwnania grup zastosowano test
U Manna-Whitneya oraz Kruskala Walisa. Korelacje pomiedzy ekspresjami okre$lono za
pomoca korelacji Spermana.

W celu poréwnania roéznic miedzy komorkami nietraktowanymi i1 traktowanymi uzyto

sparowanego testu T-Studenta. Jako warto$¢ istotnie statystyczng przyjeto dla p<0,05.
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7. Wyniki

7.1. Wplyw wyciszenia ekspresji genu BMII w komodrkach raka endometrium HEC-1A
oraz Ishikawa na fosforylacje¢ kinazy AKT i ekspresje genoéw fosfataz zaangazowanych
w jej regulacje

Zaburzenia szlaku PI3K/AKT sa jedng z najlepiej poznanych nieprawidtowosci w raku
endometrium (162). Dane literaturowe sugeruja zwigzek pomiedzy BMI-1 a fosforylacja
kinazy AKT w wielu typach nowotworow (280).

W zwiazku z tym, oceniono wptyw BMI-1 na fosforylacj¢ kinazy AKT oraz ekspresje
fosfataz zaangazowanych w jej regulacje w komorkach raka endometrium HEC-1A oraz
Ishikawa. W tym celu ekspresje genu BMII w badanych liniach komoérkowych zmniejszono
metoda interferencji RNA. Wpltyw interferencji BMII na fosforylacj¢ kinazy AKT oraz
ekspresje¢ genow fosfataz dziatajacych bezposrednio (PHLPPI, PHLPP2, PP2A) oraz
posrednio (PTEN) na aktywno$¢ AKT okreslono za pomocg metody Real Time PCR oraz
Western Blotting. W przypadku obu linii komérkowych raka endometrium w wyniku
interferencji BMI1 dochodzi do znacznego spadku ekspresji biatka BMI-1 (Ryc.7). Obserwuje
si¢ rowniez znaczny spadek poziomu fosforylacji kinazy AKT. W komoérkach HEC-1A
z wyciszong ekspresja BMII nie obserwuje si¢ zmian w ilo$ci biatkka PTEN, natomiast

w komorkach Ishikawa nie zaobserwowano w ogole obecnosci tego biatka.

B
M. cz. Ishilawa
[kDa]
40 —> BMI-1
o> I - v

60 —> *“* AKT
40 —> .-“- "-ﬂkt_‘.'l‘lﬂ
Kontrola siBMIM Kontrola siBMI

Rycina 7. Wyciszenie ekspresji BMII wplywa na fosforylacj¢ Kkinazy AKT
Reprezentatywne wyniki analizy immunodetekcji BMI-1, PTEN, AKT oraz fosforylowane;j
na Ser473 formy kinazy AKT w komoérkach w linit HEC-1A (A) 1 Ishikawa (B) 48 godzin po
traktowaniu 30 nM siBMI-1 oraz siRNA nie wykazujacym homologii do genow cztowieka

(kontrola). Na rysunku przedstawiono wyniki z dwoch powtorzen.
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Dane literaturowe wskazuja, ze w przypadku linii komdrkowej Ishikawa nie obserwuje si¢
ekspresji biatka PTEN. Wan i wsp. (2007) (227) wykazali, ze linia komorkowa Ishikawa
posiada dwa warianty transkrypcyje genu PTEN, ktérych ekspresja w tej linii jest wysoka.
Pierwszy wariant transkrypcyjny posiada delecj¢ w obrebie kodonu 289, a drugi w obrgbie
kodonu 318-319, poprzez ktorg dochodzi do utworzenia kodonu STOP. W wyniku tej
z mutacji powstaje transkrypt, lecz z tego transkryptu nie powstaje biatko PTEN (227). Aby
to potwierdzi¢, wykonano imunodetekcje biatka PTEN jednocze$nie w probkach lizatow

z komorek HEC-1A i Ishikawa. Wynik analizy przedstawia Ryec. 8.

————— PTEN
W W e e s e ' B-aktyna
HEC-1A Ishikawa

Rycina 8. Wyniki analizy ekspresji bialka PTEN w linii komorkowej HEC-1A

i Ishikawa. Na rysunku przedstawiono wyniki z 5 powtorzen.

W zwiazku z tym, ze po wyciszeniu ekspresji BMII dochodzi do obnizenia poziomu
fosforylacji kinazy AKT, okreslono rowniez wpltyw wyciszenia BMII na ekspresj¢ genow
fosfataz zaangazowanych w regulacje aktywnos$ci kinazy AKT (PP2A, PTEN, PHLPPI,
PHLPP2) (Ryc. 9). W przypadku obu linii komérkowych, wyciszenie ekspresji BMII
znaczgco wplywa na obnizenie poziomu mRNA (Rye. 9 A, B). W wyniku interferencji BMI1
obserwuje si¢ wyrazny wzrost ekspresji fosfataz PHLPPI1 i PHLPP2. (Ryc. 9 A, B).
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Rycina 9. Efekt wyciszenia ekspresji BMI-1 na ekspresje genéw fosfataz
zaangazowanych w regulacje aktywnosci kinazy AKT. Wzgledna ekspresja genow PP24,
PHLPPI, PHLPP2, PTEN w stosunku do kontroli 48 godzin po wyciszeniu ekspresji BMI1
w komorkach linii HEC-1A (A) i Ishikawa (B); *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. Wyniki

stanowig $rednig z trzech powtorzen.

7.2. Wplyw zahamowania ekspresji BMI-1 poprzez zastosowanie inhibitora PTC-209 na
poziom fosforylacji kinazy AKT oraz ekspresje genow fosfataz w komorkach raka

endometrium

PTC-209 to niskoczasteczkowy zwigzek, bedacy jednym z inhibitoréw ekspresji
biatka BMI-1. Wykazano, ze w komorkach raka jelita grubego HCT116 1 wtokniakomigsaka
HTC1080 zwigzek ten obniza poziom transkryptu genu BMII poprzez przytaczenie si¢ do
sekwencji UTR mRNA (121). Jednak, w komorkach szpiczaka mnogiego oraz komoérkach
raka drog zotciowych, PTC-209 hamuje ekspresje BMI-1 na poziomie biatka, nie wplywajac

na poziom transkryptu (236). Dane literaturowe wskazuja, ze inhibitor PTC-209 moze mie¢
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potencjalne zastosowanie w terapii nowotworow (208). W zwigzku z potencjalem
terapeutycznym PTC-209 i faktem, Zze nie stosowano tego zwigzku w komorkach raka
endometrium, w pracy doktorskiej okreslono wpltyw PTC-209 na zahamowanie ekspresji
BMI-1 i fosforylacjge AKT w komorkach linii HEC-1A 1 Ishikawa.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze zastosowanie PTC-209 istotnie wptywa na wzrost ekspres;ji
BMI-1 na poziomie mRNA (Rye. 10A) oraz spadek na poziomie biatka (Ryc. 10B). Wyniki
te mogg $wiadczy¢ o tym, ze PTC-209 w komorkach raka endometrium moze wplywaé na
zahamowanie translacji biatka BMI-1. Wzrost ekspresji na poziomie mRNA przy wyraznym
spadeku ilosci biatka moze wskazywa¢ na efektu kompensacji. W komorkach raka

endometrium istnieje mechanizm regulujacy ekspresj¢ BMII zalezny od poziomu
biatka BMI-1.

A

81 sksksk
[ Kontrola —

B 5 M PTC-209

Wzgledna zmiana ekspresji BMI1
w porownaniu do kontroli

HEC-1A Ishikawa

HEC-1A Ishikawa

-
I -2k tyna ———— e -2kt 02

Kontrola SpM Kontrola SpM
PTC-209 PTC-209

Rycina 10. Zastosowanie PTC-209 wplywa na wzrost poziomu mRNA oraz spadek
poziomu bialka BMI-1. Wzgledna ekspresja genu BMII na poziomie mRNA(A) oraz biatka

(B) w stosunku do kontroli 48 godzin po zastosowaniu PTC-209 w komorkach linii HEC-1A
1 Ishikawa; **p<0,01, ***p<0,001.
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Nastepnie okreslono wplyw zahamowania ekspresji BMI-1 przez PTC-209 na ekspresje
genow fosfataz PTEN, PHLPPI oraz PHLPP2.Stwierdzono, ze w obu typach komorek, PTC-
209 powoduje istotny wzrost ekspresji dwoch fosfataz tj. PHLPPI i PHLPP2 (Ryc. 11).
W przypadku linii komoérkowej Ishikawa obserwuje si¢ rowniez wzrost ekspresji mRNA

PTEN po zastosowaniu PTC-209 (Ryc. 11).
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Rycina 11. Zahamowanie ekspresji BMI-1 przez inhibitor PTC-209 wplywa na ekspresje
genow fosfataz zaangazowanych w regulacje aktywnosci kinazy AKT. Wzgledna
ekspresja genéw PHLPPI, PHLPP2, PTEN w stosunku do kontroli 48 godzin po
zastosowaniu PTC-209 w komorkach linii HEC-1A 1 Ishikawa; *p<0,05, **p<0,01,

**#%p<0,001. Wyniki stanowig $rednig z trzech powtorzen.

Zastosowanie PTC-209 w obu liniach komérkowych znaczaco zmniejsza fosforylacje kinazy
AKT (Ryc. 12). W linii komorkowej Ishikawa po zastosowaniu PTC-209 obserwuje si¢
rowniez spadek ekspresji AKT (Rye. 12).
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Rysunek 12. Zahamowanie ekspresji BMI-1 przez inhibitor PTC-209 wplywa na
fosforylacje kinazy AKT. Reprezentatywne wyniki analizy immunodetekcji BMI-1, PTEN,
AKT oraz fosforylowanej na Ser473 formy kinazy AKT w komoérkach HEC-1A i Ishikawa
72 godziny po traktowaniu komoérek PTC-209.

7.3. Okreslenie lokalizacji biatlka BMI-1 w regionach promotorowych genéw PHLPPI,
PHLPP2, PTEN w komorkach raka endometrium

W zwiazku z tym, ze BMI-1 wptywa na zwiekszong ekspresje fosfataz PHLPPI i PHLPP?2,
przez co moze przyczyni¢ si¢ do spadku fosforylacji AKT, okreslono czy BMI-1 lokalizuje
si¢ w miejscach promotorowych tych fosfataz. W tym celu zastosowano metode
immunoprecypitacji chromatyny, ktorej opis znajduje si¢ w Rozdziale 6.14. Otrzymane
w wyniku immunoprecypitacji DNA poddano analizie iloSciowej przy pomocy Real Time
PCR. Zastosowane startery byl komplementarne do regionéw promotorowych badanych
genow.

Wyniki analizy wykazaty, ze BMI-1 najprawdopodobniej moze przylaczaé si¢ do regionow
promotorowych genow PTEN, PHLPPI, PHLPP2 w obu liniach komorkowych, przez co

moze bezposrednio regulowac ich ekspresje.
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Rycina 13. BMI-1 przylacza si¢ do regionéw promotorowych PTEN, PHLPPI1, PHLPP2
w obu badanych liniach komoérkowych. Po zastosowaniu PTC-209 dochodzi do
zmniejszenia przylaczania si¢ BMI-1 do miejsc promotrorowych badanych genéw. Konrolg
negatywng stanowily probki uzyskane w wyniku immunoprecypitacji chromatyny

z wykorzystaniem przeciwciat klasy IgG; *p<0,05.

7.4. Wplyw stezenia glukozy na zalezna od BMI-1 fosforylacj¢ kinazy AKT oraz
ekspresje genow fosfataz w komorkach raka endometrium

Dane literaturowe wskazuja, ze hiperglikemia ma znaczacy wpltyw na wzrost agresywnosci
nowotwordow watroby, trzustki, piersi czy endometrium (189). Sugeruje si¢, ze moze mie¢ to
zwigzek ze szlakiem kinazy AKT (153). W zwiazku z tym, okre§lono wplyw zahamowania
ekspresji BMI-1 na aktywnos$¢ kinazy AKT oraz ekspresj¢ PTEN, PHLPPI oraz PHLPP2
w  warunkach hipo- (0,5 mM glukoza) 1 hiperglikemii (30 mM glukoza)
w komorkach HEC-1A oraz Ishikawa.
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W pierwszym etapie oceniono ekspresje gendéw BMII, PTEN, PHLPPI oraz PHLPP?
w badanych liniach komérkowych w warunkach hipo- i hiperglikemii na poziomie mRNA.
Wykazano, ze ekspresja BMI1, PTEN, PHLPPI w komorkach HEC-1A jest znacznie wyzsza
w warunkach hipo- niz hiperglikemii (Rye. 14). W komorkach Ishikawa jedynie ekspresja
PHLPP] byla wyzsza w warunkach hipo- niz hiperglikemii (Ryc. 14).
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Rycinal4. Wplyw warunkéw hipo- (0,5 mM glukoza) i hiperglikemii (30 mM glukoza)
na ekspresje BMI1 genow fosfataz regulujacych fosforylacje kinazy AKT. Wzglgedna
ekspresja genéw BMII, PTEN, PHLPPI, PHLPP2 w komodrkach HEC-1A (A) oraz Ishikawa
(B) hodowanych w warunkach hipo- i hiperglikemii, *p<0,05, **p<0,01; ***p<0,001.

Nastepnie okreslono wptyw zahamowania ekspresji BMI-1 przez inhibitor PTC-209 na
ekspresj¢ PTEN, PHLPPI, PHLPP2 w warunkach hipo- i1 hiperglikemii. Po zastosowaniu
inhibitora PTC-209 zaobserwowano spadek ekspresji PHLPPI oraz wzrost ekspresji PTEN
w warunkach hipoglikemii w linii HEC-1A (Ryc. 16A). W warunkach hiperglikemii
w HEC-1A po zahamowaniu ekspresji BMI-1 dochodzi do wzrostu ekspresji PHLPPI oraz
PHLPP? (Rye. 16A). W przypadku linii Ishikawa, zahamowanie ekspresji BMI-1 wplywa na
wzrost ekspresji PTEN oraz spadek ekspresji PHLPPI w warunkach hipoglikemii (Rye.
16B). W warunkach hiperglikemii obserwuje si¢ wzrost ekspresji PTEN, PHLPPI, PHLPP?2
po zastosowaniu PTC-209 w linii Ishikawa (Rye. 16B).
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Rycinal6. Efekt zahamowania ekspresji BMI-1 przez inhibitor PTC-209,na ekspresje
fosfataz zaangazowanych w regulacje aktywnos$ci kinazy AKT w warunkach hipo-
i hiperglikemii. Wzgledna ekspresja genéw PTEN, PHLPPI, PHLPP2 w porownaniu do
kontroli 48 godzin po traktowaniu inhibitorem BMI-1 w linii HEC-1A (A) oraz Ishikawa (B)
w warunkach hipo- (0,5 mM glukoza) i hiperglikemii (30 mM glukoza); p<0,05, ~p<0,01;

***p<0,001. Wyniki stanowig §rednig z trzech powtorzen.
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PTC-209 efektywnie hamuje ekspresj¢ BMI1 w warunkach hipo- i hiperglikemii w obu
typach komorek. W linii HEC-1A w warunkach hipoglikemii po zastosowaniu PTC-209
obserwuje si¢ wzrost ekspresji PTEN oraz spadek poziomu fosforylacji kinazy AKT zaréwno
w warunkach hipo- jak 1 hiperglikemii. (Rye. 17A).

Po zastosowaniu PTC-209 w linii Ishikawa obserwuje si¢ wyrazny wzrost poziomu
fosforylowanej kinazy AKT przy jednoczesnym spadku jej ogolnej ekspresji. Spadek
poziomu fosforylacji AKT po zastosowaniu PTC-209 byl obserwowany takze w warunkach

hiperglikemii (Ryc. 17B).
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PTC-209 PTC-209
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Rysunek 17A. Efekt zahamowania ekspresji BMI-1 przez PTC-209, na fosforylacje
kinazy AKT oraz ekspresje AKT oraz PTEN w warunkach hipo- i hiperglikemii. A,B:
Reprezentatywne wyniki analizy Western blotting przedstawiaja ekspresj¢ BMI-1, PTEN,
AKT oraz fosforylowana na na Ser473 kinaz¢ AKT w linii HEC-1A (A) i Ishikawa (B) 48
godziny po traktowaniu komoérek inhibitorem BMI-1 w warunkach hipo- i hiperglikemii.

Liczby pod wynikami immuodetekcji to wartosci zintegrowanej gestosci optycznej

znormalizowane wzgledem [B-aktyny.

7.5. Wplyw stymulacji insuling na ekspresj¢ BMI-1w komérkach HEC-1A oraz

Ishikawa w warunkach hipo- i hiperglikemii

Ekspresj¢ BMI-1 badano réwniez w komoérkach hodowanych w  warunkach hipo-

1 hiperglikemii oraz stymulacji insuling. W tym celu komorki raka endometrium wysiewano,
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a nastepnie hodowano przez 24 godziny w medium bez surowicyw warunkach hipo- (0,5 mM

glukoza) lub hiperglikemii (30 mM glukoza). Nast¢gpnego dnia komorki stymulowano 100 nM

insuling, po czym komorki zbierano po 2, 4, 6 i 8 godzinach od momentu dodania insuliny.

W przypadku komorek linii HEC-1A zaobserwowano wyrazny wzrost ekspresji BMII po

6 18 godzinach stymulacji inuling w warunkach hipoglikemii (Rye. 18A). W przypadku linii

Ishikawa zaobserwowano spadek ekspresji BMII po 8 godzinach stymulacji insuling

w warunkach hipoglikemii oraz wzrost ekspresji BMII w 2 1 4 godzinie stymulacji insuling

(Ryc. 18B).
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2.0+ sk
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w poréwnaniu do kontroli
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0,5 mM glukoza + 100 nM insulina

30 mM glukoza + 100 nM insulina

Rycina 18. Wplyw hipo- i hiperglikemii oraz hiperinsulinemii na ekspresj¢ BMII.

Wzgledna ekspresja BMI1 w porownaniu do kontroli w warunkach hipo- i hiperglikemii oraz

po 2, 4, 6, 8 godzinach stymulacji insuling w linii HEC-1A (A) oraz Ishikawa (B); *p<0,05,

**p<0,01; ***p<0,001. Wyniki stanowig $rednig z trzech powtdrzen.
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Analiza ekspresji biatka BMI-1 metoda Western Blotting wykazata, ze w komoérkach HEC-
1A hodowanych zaréwno w warunkach hipo-, jak i hiperglikemii po stymulacji insuling
obserwuje si¢ poczatkowo wzrost, a po czterech godzinach spadek ekspresji BMI-1 (Rye.
19A). W linii komoérkowej Ishikawa w jedynie w warunkach hiperglikemii obserwuje si¢
nieznaczny wzrost ekspresji BMI-1 po stymulacji insuling utrzymujacy si¢ do 8 godzin (Ryec.
19B).

A HEC-1A B Ishikawa
0,5 mM glukoza + 100 nM insulina 0,5 mM glukoza + 100 nM insulina
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K 2godz. 4godz 6godz. 8god K 2godz. 4godz. 6godz. 8godz
HEC-1A Ishikawa
30 mM glukoza + 100 nM insulina 30 mM glukoza + 100 nM insulina
BMI-1
'.-..---#BM]-I = = & = 3 JF ¥ |
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Rycina 19. Wplyw hipo-lub hiperglikemii oraz hiperinsulinemii na ekspresje BMI-1.
Wyniki immunodetekcji biatkka BMI-1w komorkach HEC-1A (A) oraz Ishikawa (B)
hodowanych w warunkach hipo- i hiperglikemii po 2, 4, 6 1 8 godzinach stymulacji insuling;
K- kontrola, komoérki nie stymulowane. Liczby pod wynikami immuodetekcji to wartosci

zintegrowanej gestosci optycznej znormalizowane wzgledem B-aktyny.

7.6. Wplyw stymulacji insuling na zalezng od BMI-1 regulacje ekspresji genoéw fosfataz
oraz fosforylacje kinazy AKT w komorkach HEC-1A oraz Ishikawa

W zwigzku z tym, ze dzialanie BMI-1 moze mie¢ zwigzek z insulino opornoscig oceniono
wpltyw stymulacji insuling na zalezng od BMI-1 regulacje ekspresji genow fosfataz PTEN,
PHLPPI1, PHLPP? oraz ekspresj¢ biatka PTEN 1 poziom fosforylacji kinazy AKT na Ser473
w komoérkach HEC-1A i Ishikawa.

W tym celu badane komoérki hodowano w warunkach hipo- lub hiperglikemii, a nastgpnie
inkubowano 24 godziny w medium bez surowicy, bez lub z inhibitorem PTC-209. Po 24

godzinach komorki stymulowano insuling (100 nM) przez 2, 4, 6, 8 godzin.
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W warunkach hipoglikemii w komodrkach HEC-1A po stymulacji insuling dochodzi do
spadku ekspresji PTEN. Efekt odwrotny w tych warunkach obserwuje si¢ po zastosowaniu
inhibitora PTC-209. W warunkach hiperglikemii i stymulacji insuling wzrost ekspresji PTEN
obserwuje si¢ jedynie po zastosowaniu inhibitora PTC-209 (Ryc. 20A).

W przypadku PHLPPI, w warunkach hipoglikemii i stymulacji insuling spadek jej ekspres;ji
nastgpuje znacznie szybciej po zastosowaniu inhibitora PTC-209, a w warunkach
hiperglikemii jest znacznie wigkszy po zastosowaniu inhibitora PTC-209 (Ryec. 20B).

Wzrost ekspresji PHLPP2 w warunkach hipoglikemii 1 stymulacji insuling utrzymuje si¢
znacznie dtuzej po zastosowaniu inhibitora PTC-209, a w warunkach hiperglikemii wzrost ten

nastepuje szybciej po zastosowaniu inhibitora PTC-209 (Rye. 20C).
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Rycina 20. Wplyw insuliny i PTC-209 na ekspresj¢ genow PTEN, PHLPPI i PHLPP2
w komérkach HEC-1A. Wzgledna ekspresja genow PTEN (A), PHLPPI (B), PHLPP2 (C)
w komorkach nietraktowanych PTC-209 (bez PTC-209) lub traktowanych 5 uMPTC-209
1 hodowanych w warunkach hipo- lub hiperglikemii oraz stymulowanych insuling (przez 2.4,
6, 1 8 godzin); *p<0,05, **p<0,01; ***p<0,001. Wyniki stanowig $rednig z trzech powtérzen.

Kontrole stanowily komorki nie stymulowane insuling.
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W komorkach Ishikawa zaréwno w warunkach hipo- jak i hiperglikemii stymulacja insuling
prowadzi do spadku ekspresji mRNA PTEN. Z tym, ze w warunkach hipoglikemii spadek
nastepuje znacznie szybciej po =zastosowaniu inhibitora PTC-209, a w warunkach
hiperglikemii po zastosowaniu PTC-209 obserwuje si¢ wyrazny wzrostu ekspresji PTEN
(Ryc. 21A).

W przypadku PHLPPI w warunkach hipoglikemii i stymulacji insuling wzrost nastgpuje
szybciej po zastosowaniu PTC-209, a w hiperglikemii wigkszy spadek obserwuje si¢ po
zastosowaniu PTC-209 (Ryc. 21B). Wzrost ekspresji PHLPP2 w warunkach
hipoglikemiii stymulacji insuling utrzymuje si¢ dluzej po zastosowaniu PTC-209,
aw przypadku hiperglikemii wzrost ten utrzymuje si¢ krocej po zastosowaniu PTC-209

(Ryc. 21C).
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Rycina 21. Wplyw insuliny i PTC-209 na ekspresj¢ genow PTEN, PHLPPI i PHLPP2
w komorkach Ishikawa. Wzgledna ekspresja genow PTEN (A), PHLPPI (B), PHLPP2 (C)
w komorkach nietraktowanych PTC-209 (bez PTC-209) lub traktowanych 5 uM PTC-209
1 hodowanych w warunkach hipo- lub hiperglikemii oraz stymulowanych insuling (przez 2,4,
6, 1 8 godzin) *p<0,05, **p<0,01; ***p<0,001. Wyniki stanowig $rednig z trzech powtorzen.

Kontrole stanowily komorki nie stymulowane insuling.
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Nastepnie oceniono wplyw zahamowania ekspresji BMI-1 na ekspresj¢ biatka PTEN
i poziom fosforylacji kinazy AKT. Reprezentatywne wyniki immunodetekcji przedstawia
Ryc. 22, natomiast na Rye. 23 zamieszczono wyniki analizy densytometrycznej ekspres;ji
PTEN oraz poziomu fosforylacji kinazy AKT.

W warunkach hipoglikemii i stymulacji insuling dochodzi do wyraznego wzrostu ekspresji
PTEN w komorkach HEC-1A (Ryec. 22A), natomiast w komodrkach ze zmniejszong ekspresja
BMI-1 w wyniku zastosowania PTC-209, nie obserwuje si¢ takiego wzrostu (Rye. 22B).
W warunkach hipoglikemii w linii HEC-1A w pierwszych szesciu godzinach nastepuje
wzrost, a pozniej spadek poziomu fosforylacji kinazy AKT (Rye. 22A). Po zastosowaniu
inhibitora PTC-209 w tych warunkach juz po czterech godzinach stymulacji insuling
dochodzi do drastycznego spadku poziomu fosforylacji AKT (Rye. 22B).

W warunkach hiperglikemii stymulacja insuling prowadzi do wzrostu ekspresji PTEN tylko
w pierwszych dwdch godzinach. Podczas przedtuzonej stymulacji insuling, nastgpuje spadek
ekspresji PTEN i ekspresja tautrzymuje si¢ na poziomie podobnym jak w komoérkach
kontrolnych (Rye. 22C). W warunkach hiperglikemii obserwuje si¢ spadek poziomu
fosforylacji AKT zarowno bez, jak 1 po zastosowaniu inhibitora PTC-209 w linit HEC-1A
(Ryc. 22D). Wyniki te moga sugerowaé, zezahamowanie ekspresji BMI-1 w linii
komoérkowej HEC-1A moze wptywaé na wrazliwos¢ tych komoérek na dzialanie insuliny
zarowno w warunkach hipo- jak i hiperglikemii.

Stymulacja insuling komorek Ishikawazaréwno w warunkach hipo- jak i hiperglikemii
powoduje wzrost, a nastgpnie spadek poziomu fosforylacji kinazy AKT (Rye. 22E, G).
Z tym,ze wzrost w warunkach hipoglikemii obserwowany jest juz po dwoéch godzinach,
a w warunkach hiperglikemii po 4. Zastosowanie PTC-209 powoduje, ze wzrost poziomu
fosforylacji podczas stymulacji insuling utrzymuje si¢ przez caty czas zaroOwno w warunkach
hipo- jak 1 hiperglikemii (Rye. 22F, H). Wyniki te moga moga sugerowa¢ ze zahamowanie
ekspresji BMI-1 wplywa na oporno$¢ komorek na dziatanie insuliny zarowno w warunkach

hipo- jak 1 hiperglikemii.
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Rycina 22. Wplyw obnizonej ekspresji BMI-1 i stymulacji insulina na ekspresj¢ PTEN,
AKT oraz poziom fosforylacji kinazy AKT w warunkach hipo- i hiperglikemii.
Reprezentatywne wyniki ekspresji PTEN, AKT oraz fosforylacji kinazy AKT na Ser473
w warunkach hipo- i hiperglikemii oraz po 2, 4, 6, 8 godzinach stymulacji insuling
w komorkach HEC-1A (A-D) oraz Ishikawa (E-H) nietraktowanych lub traktowanych
5 uM PTC-209; K- kontrola.
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Rycina 23. Wyniki analizy densytometrycznej ekspresji bialka PTEN oraz fosforylacji
AKT w warunkach hipo- i hiperglikemii i stymulacji insuling oraz bez lub po

zastosowaniu PTC-209. p<0,05, ~p<0,01; = p<0,001.
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7.7. Wplyw zahamowania ekspresji BMI-1 w warunkach hipo- i hiperglikemii na

zywotnos¢ i proliferacje komorek raka endometrium

Kreso 1 wsp. (2014) jako pierwsi scharakteryzowali PTC-209 jako inhibitor Bmi-1 w mysim
modelu raka jelita grubego. Wykazali, ze zastosowanie PTC-209 znacznie obnizato wzrost
guza nowotworowego u tych myszy, co bylo spowodowane hamowaniem mitozy komorek,
a takze ich zwiekszong apoptoza (121).

Dane literaturowe wykazuja, ze hiperglikemia moze istotnie wptywaé na powstawanie
i progresje nowotworow. U pacjentdw z cukrzyca lub hiperglikemiag obserwuje si¢ czesciej
rozwdj nowotworéw czy ich nawroét i przerzuty. Duan i wsp., zaobserwowali zwigkszong
ekspresje BMI-1 1 proliferacj¢ komorek raka trzustki pod wptywem wysokiego stgzenia
glukozy (55). W zwiagzku z tym okreslono wptyw zahamowania BMI-1 na zywotno$¢
1 proliferacj¢ komorek raka endometrium HEC-1A oraz Ishikawa w warunkach hipo-
1 hiperglikemii.

Zywotno$é komorek po traktowaniu komorek linii HEC-1A oraz Ishikawa
inhibitorem BMI-1 (0,5 uM, 1 uM, 5 uM PTC-209) w warunkach hipo- (0,5 mM glukoza)
1 hiperglikemii (30 mM glukoza) oceniono metoda spektrofotometryczng z MTT (Bromek 3-
(4,5-dimetylotiazol-2-ilo)-2,5-difenylotetrazoliowy). W celu porownania proliferacji
w komorkach hodowanych w warunkach réznego stezenia glukozy, okreslono wzgledna
zywotnos$¢ 1 proliferacje komoérek w odniesieniu do komoérek kontrolnych (nie traktowanych
PTC-209) i hodowanych w medium zawierajacym 0,5 mM glukozg. Proliferacje komorek
badano po 48 godzinach od traktowania.

Zywotno$¢ komérek HEC-1A i Ishikawa po zahamowaniu ekspresji BMI-1 spada zaréwno
w warunkach hipo- jak i hiperglikemii (Ryec. 24). Zywotno$é komorek kontrolnych
w warunkach hiperglikemii jest okoto dwukrotnie wyzsza w poréwnaniu do komorek
kontrolnych w warunkach hipoglikemii w obu liniach komérkowych. W przypadku linii
HEC-1A zywotno$¢ po traktowaniu 5 pM PTC-209 znaczniej spada w warunkach
hipoglikemii (spadek okoto 76 %) niz w warunkach hiperglikemii (spadek okoto 66 %) (Ryec.
24A). Odwrotng zalezno$¢ zaobserwowano w przypadku linii komorkowej Ishikawa po
traktowaniu 5 uM PTC-209, gdzie proliferacja komoérek w warunkach hipoglikemii spada
o okoto 53 %, a w warunkach hiperglikemii o okoto 68 %. Wyniki badan sugeruja, ze BMI-1

istotnie wptywa na proliferacje¢ komorek raka endometrium (Ryc. 24B).
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Rycina 24. Wyniki analizy wplywu PTC-209 na zywotno$c w warunkach hipo-
i hiperglikemii. Zywotnoé¢ komérek w porownaniu do kontroli 48 godzin po traktowaniu
inhibitorem BMI-1 w warunkach hipoglikemii (0,5 mM glukoza) oraz hiperglikemii (30 mM
glukoza) w linit HEC-1A (A) i Ishikawa (B). Jako punkt odniesienia przyjeto wartos¢ dla
komorek nietraktowanych PTC-209 i hodowanych w medium z 0,5 mM glukoza (wartos¢

1); *p<0,05,** p<0,01, *p<0.001. Wyniki stanowig §rednig z trzech powtorzen.
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7.8. Wplyw zahamowania ekspresji BMI-1 na potencjal migracyjny i inwazyjny
komorek raka endometrium oraz ekspresj¢ gendw zaangazowanych w przejsScie
epitelialno-mezenchymalne

BMI-1 odgrywa znaczacg rolg w migracji i inwazji komoérek wielu typdw nowotworow tj. rak
piersi, jamz nosowo-gardowej, watroby. W zwigzku z tym oceniono wpltyw zahamowania
BMI-1 na migracj¢ i inwazj¢ komorek raka btony $luzowej trzonu macicy. Wplyw inhibitora
biatka BMI-1 na potencjat migracyjny i1 inwazyjny komorek okreslono przy uzyciu
odpowiednich testoéw. Migracje komorek oceniono za pomocg testu ,,wound-healing” oraz
»Iranswell” przy uzyciu odpowiednich insertow. W przypadku oceny inwazji komorek uzyto
inserty, ktore byty dodatkowo optaszczone Matrigel“Basement Membrane Matrix (Corning).
Wyniki wykazaly, ze zard6wno w przypadku zastosowania testu ,,wound-healing” jak
1,,Transwellassay” po zahamowaniu ekspresji BMI-1 dochodzi do zahamowania potencjatu
migracyjnego komorek HEC-1 oraz Ishikawa (Rye. 25A, B, C). Zaobserwowano rowniez, ze
zastosowanie PTC-209 istotnie wplywa na spadek inwazji w przypadku obu linii

komoérkowych (Rye. 25D).
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Rycina 25. Analiza potencjalu migracyjnego i inwazyjnego komorek HEC-1A oraz
Ishikawa po zastosowaniu PTC-209. Wyniki analizy potencjalu migracyjnego komorek
HEC-1A (A) oraz Ishikawa(B) po traktowaniu 5uM PTC-209 z wykorzystaniem testu
wound-healing” w czasie 0, 24, 48 godz. oraz testu ,,Transwell assay” (C). Potencjat

inwazyjny komorek oceniano z wykorzystaniem optaszczonych Matrigelem insertow (D);
*%% p<0,001.



W wyniku procesu EMT komorki nabtonkowe uzyskuja wigksza zdolno$¢ do migracji. Proces
ten podczas progresji nowotworowej moze wplywaé na przeksztalcenie nieztosliwego
nowotworu w form¢ inwazyjng. Podczas procesu EMT dochodzi do wzrostu ekspresji kilku
charakterystycznych markerow dla tego procesu takich jak SNAIL, ZEBI, TWIST, SLUG oraz
biatek zaangazowanych w migracje komoérek m.in. wimentyny czy kadheryny N. W wyniku
procesu EMT obserwuje si¢ spadek ekspresji biatka E-kadheryny kodowanej przez gen
CDH1 (78).

W zwigzku z tym, ze BMI-1 moze w niektorych typach nowotworow wplywac na ekspresje
markerow epitelialnych, okreslono wptyw zahamowania BMI-1 na ekspresj¢ markerow
epiteliano-mezenchymalnych w komorkach HEC-1A oraz Ishikawa.

Wykazano, ze zastosowanie inhibitora PTC-209 obniza ekspresje SLUG w linii HEC-1A
(Ryc. 26A), a w linii Ishikawa prowadzi do obnizenia ekspresji SNAIL 1 SLUG (Ryc. 26B).
W  przypadku obu linii komodrkowych po zastosowaniu PTC-209 zaobserwowano
wzrostekspresji  CDHI (Rye. 26). Uzyskane wyniki §wiadczg o tym, ze BMI-1 moze by¢
zaangazowane w przejscie epitelialno- mezenchymalne komorek raka endometrium, a co za

tym idzie w zwigkszenie potencjatu migracyjnego regulujac ekspresje SLUG, SNAIL 1 CDH]I.
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Rysunek 26. Efekt zahamowania ekspresji BMI-1 na ekspresj¢ genéw zaangazowanych
w przejscie epitelialno-mezenchymalne. Wzgledna ekspresja genow SNAIL, SLUG, ZEBI,
TWIST, CDHI w porownaniu do kontroli 48 godzin po traktowaniu inhibitorem BMI-1 w linii
HEC-1A (A) oraz Ishikawa (B); *p<0,05,** p<0,01, *** p<0,001. Wyniki stanowig $rednig

z trzech powtdrzen.
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7.9. Analiza porownawcza ekspresji biatek BMI-1 i PTEN oraz poziomu fosforylowanej
na Ser473 kinazy AKT w preparatach tkanek prawidlowych i raka blony Sluzowej
trzonu macicy

W celu dalszego potwierdzenia zaleznosci pomigdzy BMI-1 a elementami szlaku AKT
w raku endometrium dokonano rowniez analizy ekspresji biatek BMI-1, PTEN, AKT
ipoziomu fosforylowanej na serynie 473. formy kinazy AKT w preparatach tkanki
prawidlowej endometrium oraz nowotworéw endometrium metoda Western blotting.
Ekspresj¢ biatek w raku endometrium badano rowniez w zaleznosci  od stopnia
zaawansowania nowotworu wedtug klasyfikacji FIGO (ang. International Federation of
Gynecology and Obsterics), stopnia ztosliwosci histologicznej, oceny stopnia naciekania
mig$nidowki oraz zdolnosci komoérek nowotworowych do przerzutowania do wezlow
chtonnych. Charakterystyke preparatow dla poszczegodlnych przypadkéw przedstawia Tabela
1. Reprezentatywne wyniki immunodetekcji zostaly przedstawione na Ryc. 27. Otrzymane
wyniki immunodetekcji biatek poddano analizie densytometrycznej w programie Gel Pro 3.0
(Media Cybernetics). Wyniki przedstawiono jako wartosci $rednie zintegrowanej gestosci
optycznej (IOD, ang. Integrated Optical Density). Warto$ci gestosci optycznych uzyskanych
dla pasm odpowiadajacych poszczegdlnym biatkom dzielono przez warto$¢ gestosci
optycznej uzyskanej dla pasma [-aktyny. Probke referncyjng nanoszono podczas kazdego
rozdzialu elektroforetycznego w celu normalizacji wynikdw ekspresji bialek na
immunoblotach. Wyniki przedstawiono w Tabeli 7 jako warto$ci §rednie dla kazdej grupy.
Analiza ekspresji biatek w preparatach raka blony §luzowej trzonu macicy wykazata spadek
ekspresji BMI-1 w nowotworach o wyzszym stopniu zaawansowania wedlug klasyfikacji
FIGO (III+IV) w stosunku do nowotwordw o nizszym stopniu zaawansowania (I). Nizsza
ekspresje BMI-1 stwierdzono roéwniez w nowotworach endometrium wykazujacych zdolnos¢
do przerzutowania do we¢ztow chlonnych w poréwnaniu do nowotworéw nieprzerzutujacych
(Tabela 7). W przypadku ekspresji PTEN wykazano nizsza ekspresje w preparatach
nowotworowych w poréwnaniu do preparatow prawidtowych endometrium (Tabela 7).
Zaobserwowano rowniez wzrost poziomu fosforylacji kinazy AKT w preparatach
nowotworowych w stosunku do preparatow prawidtlowych. Poziom fosforylacji na Ser473 byt
jednak nizszyw nowotworach wykazujacych przerzuty do weztoéw chlonnych w porownaniu
do nowotworow nieprzerzutujacych (Tabela 7). Stwierdzono nizsza fosforylacj¢ kinazy AKT
w nowotworach o wyzszym stopniu zaawansowania wedlug klasyfikacji FIGO (III+IV)

w porownaniu do nowotworow o nizszym stopniu zaawansowania (I) (Tabela 7).
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Rycina27. Reprezentatywne wyniki ekspresji BMI-1, PTEN, AKT, oraz
fosforylacji kinazy AKT w preparatach prawidlowych (P) oraz nowotworowych
endometrium (N); R- preparat referencyjny, A- stopien zaawansowania wedtug
klasyfikacji FIGO, B- stopien histologicznej ztosliwosci, C- przerzuty do weztow

chlonnych.
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Tabela 7. Porownanie ekspresji bialek BMI-1, PTEN, AKT oraz poziomu fosforylacji kinazy AKT w preparatach prawidlowych

i nowotworowych raka blony §luzowej trzonu macicy.

Parametrykliniczno- BMI-1 PTEN AKT pAKT PAKT/AKT
patologiczne Srednia+SD p Srednia +SD p Srednia +SD Srednia+SD  p Srednia +SD p
Preparaty

Prawidtowe 0.832+0.115  0.606 1.229+0.356  <0.0001 0.629+0.062 0.051 1.795+0.438  0.093 3.059+0.721  0.0029
Nowotworowe 0.752+0.068 0.525+0.105 0.701+0.111 4.208+0.974 17.43+4.683

Stopien histologicznej

zlosliwosci

1 1.027+£0.190  0.233 0.458+0.092  0.711 0.645+0.164 0.661 4.639£1.085  0.142 5.775+1.344  0.860
2 0.714+0.086 0.628+0.182 0.736+0.176 3.511£0.727 13.91£3.231

3 0.665+0.131 0.352+0.071 0.674+0.187 2.129+0.688 10.08+3.021

Stopienn zaawansowania wg

klasyfikacji FIGO

I 0.867+0.104  0.0094° 0.594+0.175  0.866 0.620+0.105  0.386 5.465+1.683  0.0015" 13.34£2.679  0.073
I 0.826+0.133 0.477+0.188 0.781+0.222 1.845+0.466 7.457+1.806

1 +1v 0.435+0.072 0.408+0.077 0.496+0.134 0.771+0.216 5.952+2.112

Stopien naciekania

miesniowki

<1/2 0.623+0.078 0.778 0,338+0,041  0.772 1,712+0,889 0.238 0,235+0,125 0.410 22,460£9,797  0.060
>1/2 0.549+0.085 0,298+0,034 1,198+1,178 0,457+0,173 13,450+6,440
Zajeciewezlowchlonnych

Nie 0.826+0.078 0.005 0.552+0.128  0.710 0.582+0.087 0.105 4.730+1.158 0.021 5.375+1.086  0.015
Tak 0.393+0.083 0.394+0.107 1.274+0.478 1.695+0.770 2.252 +0.252

T vsII+IV, 11 vs IHIV; ° TvsIIHIV, 1 vs IV
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7.10. Analiza poréwnawcza ekspresji genéw PTEN, PHLPPI i PHLPP2 w preparatach

tkanek prawidlowych i raka blony Sluzowej trzonu macicy

Przeprowadzono réwniez analize ekspresji genéw fosfataz zaangazowanych w regulacje
aktywnosci kinazy AKT preparatach raka blony Sluzowej trzonu macicy. Analiz¢ ekspres;ji
fosfataz w  preparatach prawidtlowych endometrium 1 nowotworéw endometrium
przeprowadzono z uzyciem metody Real Time PCR. Ekspresje¢ wybranych genéw
w preparatach nowotwordw btony S$luzowej trzonu macicy zanalizowano réwniez
w zalezno$ci od stopnia zaawansowania nowotworu wedtug klasyfikacji FIGO (ang.
International Federation of Gynecology and Obsterics), stopnia zto§liwosci histologicznej,
oceny stopnia naciekania mig$niowki oraz zdolno$ci komoérek nowotworowych do
przerzutowania do weztow chlonnych. Liczbe pacjentow w poszczegdlnych grupach
przedstawia Tabela 1. Wzgledna ekspresja PTEN, PHLPPI, PHLPP? zostala przedstawiona
jako liczba kopii mRNA badanego genu na 1000 kopii mRNA HPRTI. Wyniki analizy
ekspresji badanych gendéw na poziomie mRNA przedstawia Tabela 8.

Analiza ekspresji wykazata spadek ekspresji PTEN w preparatach o wyzszym stopniu
histologicznej ztosliwosci (G3) w poréwnaniu do preparatow o nizszym stopniu
histologicznej ztosliwosci (G2). Wykazano réwniez nizszg ekspresj¢ PTEN w preparatach
0 wyzszym stopniu zaawansowania wedlug klasyfikacji FIGO (II) w stosunku do preparatow
o nizszym stopniu (I). Ekspresja PHLPP2 byla nizsza w preparatach nowotworowych

W poroéwnaniu z preparatami prawidlowymi endometrium (Tabela 8).
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Tabela 8. Porownanie ekspresji PTEN, PHLPP1, PHLPP2 w preparatach prawidlowych

i nowotworowych raka blony §luzowej trzonu macicy.

Parametrykliniczno- PTEN PHLPPI PHLPP2

patologiczne Srednia+SD p Srednia +SD p Srednia +SD p

Preparaty

Prawidiowe 8941+1319 0,051 7279+1257 0,135 885,0+189,9 0.039

Nowotworowe 11681+2557 5803+690,3 526,4+76,33

Stopien histologicznej

zlosliwosci

1 7011+1865 0,013* 5946+1392 0,807 540,3+186,6 0,509

2 12514 +£3106 6198+1005 538,6+106,3

3 3465+843,3 45204951,3 478,5+£118,5

Stopien

zaawansowania

wedlug  klasyfikacji

FIGO

I 7632+1124 0.012" 69511002 0,091 602,4+108,9 0,284

I 2820+645,5 3873+851,7 317,8+62,4

I +IV 5458+ 1523 4784+1592 557242134

Stopien  naciekania

migsSniowki

<1/2

>1/2 6896+1699 0,280 71461110 0,069 525,4492.30 0,254
50571056 4666+831,5 527,3+118,4

Zajecie wezlow

chlonnych

Nie 11400+2775 0,905 5862+738,0 0,425 507,2+77,7 0,950

Tak 6554+1949 547442003 633,1+£262,2

9 vs3; "I vs 11
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7.11. Analiza korelacji pomiedzy ekspresja BMI-1, PTEN, PHLPP1, PHLPP2 oraz
fosforylacja kinazy AKT w preparatach tkanek prawidlowych i raka blony Sluzowej

trzonu macicy

Ze wzgledu na wystepowanie zaleznosci pomiedzy ekspresja BMI-1, fosforylacjag AKT oraz
ekspresja  genow  kodujacych  fosfatazy @ PHLPP w  komorkach  HEC-1A
1 Ishikawaprzeprowadzono analiz¢ korelacji pomigdzy poszczegdlnymi elementami szlaku
AKT w prepatratach klinicznych. Preparaty nowotworowe endometrium podzielono na dwie
grupy ze wzgledu na wystepowanie PTEN (PTEN+) lub brak jego ekspresji (PTEN-) oraz ze
wzgledu na zajecie (+) lub brak (-) zajgcia weztdw chtonnych. Wspdtczynnik korelacji rang
Spearmana wykorzystano w celu okreslenia sity i1 kierunku korelacji.

Analiza korelacji nie wykazata zaleznosci pomiedzy BMI-1 a PTEN. Wykazano natomiast
dodatnig korelacj¢ pomiedzy BMI-1 a poziomem fosforylacji kinazy AKT zardéwno
w preparatach prawidlowych, jak 1 nowotworowych blony $§luzowej endometrium. Ujemng
korelacje pomiedzy PTEN, a fosforylacja kinazy AKT zaobserwowano jedynie w preparatach
nowotworowych w pierwszym stopniu zaawansowania wedhug klasyfikacji FIGO oraz
preparatach nie wykazujacych przerzutow do weztéw chtonnych. Odwrotng zalezno$¢
pomiedzy BMI-1 a PHLPPI i PHLPP? stwierdzono w preparatach prawidtowych oraz
w preparatach nowotworowych wykazujacych ekspresj¢ PTEN (Tabela 9). Wyniki badan
sugeruja, ze BMI-1 ma zwigzek z ekspresja izoform PHLPP w komorkach raka endometrium,

ale gtéwnie w komorkach wykazujacych ekspresje PTEN.
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Tabela 9. Analiza korelacji pomiedzy BMI-1, PTEN, pAKT i PHLPP1/2.

Paramerty BMI-1/PTEN BMI-1/pAKT PTEN/pAKT BMI-1/PHLPP1 BMI-1/PHLPP2
Spearmanr  p Spearmanr  p Spearman r p Spearman r p Spearman r p
Prawidtowe 0.129 0.473 0.598 0.0002 -0.018 0.919 -0.622 <0.001 -0.556 <0.001
Nowotworowe -0.165 0.152 0.559 <0.0001 -0.370 0.001 -0.098 0.413 -0.089 0.452
Nowotworowe PTEN+ -0.237 0.117 0.580 <0.0001 -0.291 0.052 -0.339 0.023 -0.396 0.007
Nowotworowe PTEN- - - 0.440 0.0021 - - -0.146 0.442 -0.034 0.856
Stadium wg FIGO 1 -0.092 0.559 0.623 <0.0001 -0.403 0.008 -0.230 0.146 -0.155 0.337
Stadium wg FIGO II-1V -0.255 0.145 0.437 0.0097 -0.296 0.089 0.002 0.991 -0.038 0.837
Zajecie wezlow chlonnych-  -0.173 0.176 0.506 <0.0001 -0.384 0.002 -0.206 0.114 -0.137 0.294

Zajecie weztow chlonnych +
-0.200 0.493 0.665 0.0093 -0.481 0.081 0.273 0.391 0.111 0.729




8. Dyskusja

Waznym przekaznikiem sygnatu w komorkach jest serynowo-treoninowakinaza AKT, ktora
wpltywa na regulacje¢ proliferacji i metabolizmu komoérek. Kinaza AKT jest aktywowana
w wyniku stymulacji komorek cytokinami, czynnikami wzrostu czy insuling. Czynniki te
aktywuja receptory o aktywnosci kinaz tyrozynowych, co przyczynia si¢ do rekrutacji do
btony komoérkowej 3-kinazy fosfatydyloinoyztolu (PI3K, ang. phosphoinositide 3-kinase),
ktora przeksztatca fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforan (PIP2, ang. phosphatidylinositol 4, 5-
bisphosphate) do fosfatydyloinozytolo-3,4,5-trisfosforanu (PIP3, ang. phosphatidylinositol
(3,4,5)-trisphosphate). W wyniku tego dochodzi do aktywacji kinazy AKT poprzez jej
fosforylacje na Thr308 oraz Serd72 lub 473 w zalezno$ci od rodzaju izoformy AKT.
Negatywnymi regulatorami kinazy AKT sg fosfatazy, ktére w sposob posredni lub
bezposredni regulujg jej aktywnos$¢. Fostfataza PTEN wptywa na defosforylacje PIP3 do PIP2,
przez co dochodzi do zahamowania aktywno$ci kinazy AKT (20). Fosfatazami, ktore
wplywaja na bezposrednia defosforylacj¢ kinazy AKT sg fosfatazy PP2A i PHLPP.

Komorki nowotworowe czesto wykazuja wzrost aktywnosci kinazy AKT, co przyczynia si¢
do proliferacji komorek oraz progresji nowotworéw poprzez hamowanie apoptozy i regulacje
zdolnosci komorek nowotworowych do migracji i inwazji (122). Zwigkszona aktywno$¢
szlaku PI3K/AKT stwierdzona w wielu ludzkich nowotworach moze by¢ wynikiem
nadekspresji receptoréw o aktywnosci kinaz tyrozynowych, utraty katalitycznej funkcji
PTEN, a takze amplifikacji lub mutacji w genach PI3K lub AKT. Zaburzenia w szlaku
PI3K/AKT sa jedna z najlepiej poznanych nieprawidtowosci w raku endometrium (162).
Sugeruje si¢, ze niska ekspresja PTEN, negatywnego regulatora szlaku AKT, moze by¢
zaangazowana w powstawanie 1 rozw0j raka endometrium (62).

Zwigkszong ekspresj¢ biatka BMI-1 obserwuje si¢ w wielu typach ludzkich nowotwordow,
w tym raku ptuc, raku jajnika czy ostrej biataczce szpikowej. Zarowno badania in vivo, jak
1 in vitro potwierdzaja, ze biatko BMI-1 jest zaangazowane w proces inicjacji
nowotworzenia, ale takze inwazji, metastazy oraz opornosci na leczenie (102, 280). Wyniki
badan Song i wsp. (2009) (203) sugeruja, ze biatko BMI-1 moze odgrywaé znaczaca role
w regulacji aktywnosci kinazy AKT w raku jamy nosowo-gardtowej poprzez przytaczenie si¢
do promotora genu PTEN w wyniku czego, dochodzi do zahamowania jego ekspresji

1 wzrostu aktywnosci kinazy AKT (203).
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Pomimo tego, ze zaburzenia szlaku kinazy AKT s3 do$¢ powszechne w przypadku
nowotwordéw endometrium, rola biatka BMI-1 w regulacji aktywno$ci AKT w komorkach
raka endometrium nie jest znana. Ponadto, chociaz w niektorych typach komorek, np.
komorkach macierzystych raka trzustki negatywna regulacja PTEN przez BMI-1 jest gléwnag
przyczyna aktywacji szlaku AKT (235), nieznany jest wplyw BMI-1 na szlak AKT
w komorkach nie wykazujacych ekspresji PTEN.

W zwiagzku z tym w ramach przedstawionej pracy doktorskiej przeprowadzono badania
majace na celu okreslenie udziatu biatka BMI-1 w regulacji fosforylacji AKT w komorkach
raka endometrium HEC-1A i Ishikawa, rdéznigcych si¢ ekspresja PTEN. W komorkach
Ishikawa nie obserwuje si¢ ekspresji biatka PTEN (Rye. 8). Wan i wsp. (2007) wykazali, ze
ekspresja PTEN w linii komérkowej na poziomie transkryptu jest wysoka, ale z powodu
mutacji dochodzi do utworzenia kodonu STOP 1 zahamowania translacji biatka (227).

W komorkach HEC-1A i Ishikawa wyciszano ekspresj¢ BMI-1 stosujac metode interferencji
RNA lub hamujac ekspresj¢ biatka BMI-1 zwigzkiem PTC-209 (Rye. 7, 9, 10). Uzyskane
wyniki wykazaly, ze wyciszenie BMII metoda interferencji RNA wplywa na obnizenie
poziomu zaréwno transkryptu jak i biatka (Ryc. 7). Zastosowanie PTC-209, hamuje proces
translacji i obnizenie ekspresji obserwujemy jedynie na poziomie biatka (Rye. 10). PTC-209
wpltywa na wzrost ekspresji BMII na poziomie mRNA, co moze $wiadczy¢ o istnieniu
mechanizmu $cistej regulacji ekspresji tego genu. Spadek ekspresji biatka moze stanowié
sygnat, do uruchomienia przez komoérke  mechanizmu wplywajacego na aktywacje
transkrypcji. Podobny efekt po zastosowaniu PTC-209 zaobserwowali Mayr i wsp. (2016)
w komorkach raka drog zoétciowych (165). Uzyskane wyniki sugeruja, ze zastosowanie PTC-
209 jest rownie skuteczne w obnizaniu ilosci biatka BMI-1 jak interferencja.

W wyniku zmniejszenia poziomu BMI-1 po zastosowaniu obu metod dochodzi do wyraznego
wzrostu ekspresji genow fosfataz PHLPPI i PHLPP2 w komorkach raka endometrium (Rye.
9, 11). W literaturze biochemicznej do tej pory nie bylo doniesien wigzacych BMI-1
z ekspresja fosfataz PHLPP1 i 2, dla ktéorych mechanizm regulacji ekspresji nie jest znany.
W przypadku wyciszenia i zahamowania ekspresji BMI-1 dochodzi réwniez do spadku
poziomu fosforylacji AKT zar6wno w komorkach HEC-1A jak i Ishikawa (Rye. 7, 12), co
sugeruje ze BMI-1 moze wplywa¢ na fosforylacj¢ kinazy AKT nie tylko poprzez regulacje
PTEN, ale rowniez genéw fosfataz PHLPP. Molin i wsp.(2011) (167), badajac rolg PTEN
1 PHLPP w komorkach glejaka stwierdzili, ze zahamowanie ekspresji obu fosfatz bardzo
wyraznie wptywato na wzrost aktywnosci kinazy AKT natomiast zahamowanie jedynie

PTEN czy PHLPP nie powodowato takiego efektu (167). Jednak w komorkach nie
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wykazujacych w ogole ekspresji PTEN rola PHLPP1 byla bardziej wyrazna i utrata tej
fosfatazy zdecydowanie wplywala na wzrost fosforylacji AKT. Zatem wydaje si¢, ze
w komorkach raka endometrium nie wykazujacych ekspresji biatka PTEN, te fosfatazy moga
odgrywac szczegdlng role w regulacji aktywnosci AKT.

Aby stwierdzi¢ czy wptyw BMI-1 na poziom PHLPP wynika bezposrednio z regulacji
transkrypcji genow fosfataz PHLPP okre§lono czy BMI-1 lokalizuje si¢ w ich miejscach
promotorowych do czego wykorzystano metod¢ immunoprecypitacji chromatyny. Analiza
wykazata, ze BMI- 1 w obu liniach komérkowych moze przytaczaé si¢ do regionow
promotorowych PHLPPI oraz PHLPP2 1 prawdopodobnie bezposrednio wptywaé na
regulacje¢ ich ekspresji (Ryc. 13).

Badania epidemiologiczne wykazuja, ze otylos$¢, hiperglikemia i hiperinsulinemia sg
istotnymi czynnikami ryzyka wystepowania nowotwordw piersi i endometrium (210).
Insulinooporno$¢  jest charakterystyczng cecha zespotu metabolicznego, ktorego
wystepowanie jest zwigzane z nowotworami o wigkszym stopniu zaawansowania i gorszymi
rokowaniami wsrdéd pacjentek z rakiem piersi 1 endometrium (171). Wykazano, ze
insulinooporno$¢ koreluje ze stopniem zaawansowania raka blony §luzowej trzonu macicy
wedhug klasyfikacji FIGO, a takze z obecnoscia przerzutow (15).

Szlak insulina/IGF-1 jest czynnikiem taczacym zespdét metaboliczny z procesem
nowotworzenia (23). Insulina wigze si¢ z receptorami o aktywnosci kinaz tyrozynowych,
gléwnie w hepatocytach, adipocytach i komoérkach migsniowych. Jednak wysoka ekspresje
receptora insulinowego obserwuje si¢ rowniez w tkankach macicy i piersi (64, 192). Insulina
1 IGF-1 sa zaangazowane w regulacj¢ przede wszystkim wzrostu, proliferacji, metabolizmu
glukozy, réznicowania oraz apoptozy komoérek (23). Insulina i IGF-1 stymuluja receptor
o aktywnosci kinazy tyrozynowej, ktéry moze aktywowac szlak kinazy AKT.

Stwierdzono, ze mutacje w genie PTEN, prowadzace do spadku lub braku ekspresji biatka
PTEN wptywaja na wzrost wrazliwosci na insuling w komorkach tluszczowych
1 mig$niowych oraz komorek beta wysp trzustkowych (33, 120). Zatem zwigkszona ekspresja
PTEN negatywnie wptywa na wrazliwo$¢ na insuling i moze prowadzi¢ do insulinoopornosci
(139). Wynikajacy z tego wysoki poziom insuliny we krwi moze z kolei wptywa¢ na
stymulacj¢ receptora insulinowego w innych tkankach, w tym np. endometrium (127).
Zmiany w ekspresji PHLPP s3 rowniez obserwowane w mig$niach szkieletowych 1 tkance
thuszczowej u osob cierpigcych na cukrzyce (3, 44). Sugeruje si¢, ze insulina wplywa na
zahamowanie ekspresji PHLPP, przez co zwickszona jest aktywno$§¢ AKT. Potwierdzity to

badania Caricilli 1 wsp. (2012) ktérzy wykazali, ze zwigkszona ekspresja PHLPP1 u otylych
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myszy prowadzila do zmniejszonej wrazliwosci na insuling (27). Ponadto, Xiong i wsp.
(2017) wykazali, ze zahamowanie ekspresji PHLPP zwigkszylo tempo metabolizmu glukozy
oraz zwigkszalo produkcje mleczanu w komorkach raka jelita grubego SW480, DLDI,
Caco2. Wykazano, ze fosfatazy PHLPP wplywaja na glikoliz¢ w raku jelita grubego poprzez
regulacje fosforylacji kinazy AKT oraz kinazy HK2 (259).

Ostatnie badania sugeruja, ze biatko BMI-1 moze mie¢ istotny zwigzek z insulinoopornoscia
1 regulacja szlaku insuliny. Cannon 1 wsp. (2014) stwierdzili istnienie negatywnej korelacji
pomiedzy poziomem BMI-1, a wrazliwoscig na insuling w komorkach watroby 1 migsni
myszy (25). Mechanizm, przez ktéry hiperglikemia oraz insulinooporno$¢ wptywaja na
rozwdj 1 progresj¢ nowotworow jest dos¢ stabo poznany (14). Dlatego istotnym wydaje si¢
okreslenie zaleznego od stezenia glukozy i insuliny zwigzku pomi¢dzy BMI-1 a szlakiem
kinazy AKT w komodrkach nowotworowych. Duan i wsp. (2019) wykazali, ze ekspresja
BMI-1 moze wzrasta¢ pod wplywem wysokiego st¢zenia glukozy w komoérkach raka trzustki
PANC-1 1 SW1990 (55). W przeciwienstwie do wynikow Duan i wsp. (2019) w komorkach
raka endometrium HEC-1A hodowanych w warunkach hiperglikemii zaobserwowano nizszg
ekspresje BMI-1 w poréwnaniu do komoérek hodowanych w warunkach hipoglikemii.
Natomiast w przypadku linii komoérkowej Ishikawa nie zaobserwowano istotnych roznic
w ekspresji BMI-1 w zaleznos$ci od st¢zenia glukozy (Ryec. 15). Stezenie glukozy istotnie
wptywa na ekspresj¢ PTEN, PHLPPI w linii HEC-1A oraz PHLPPI w linii Ishikawa
Ekspresja tych genow byta nizsza w warunkach hiperglikemii niz hipoglikemii (Rye. 14).
Jest to odwrotny wynik niz w przypadku badan Liu i wsp. (2011) ktérzy wykazali, ze niskie
stezenie glukozy lub aminokwasow istotnie wplywa na spadek ekspresji PHLPP
w komorkach raka jelita SW480 (143).

Po zahamowaniu ekspresji BMI-1 w obu typach badanych komorek raka endometrium
w warunkach hipoglikemii zaobserwowano bardzo wyrazny spadek ekspresji PHLPPI,
a z kolei w warunkach hiperglikemii wzrost ekspresji PHLPPI i PHLPP2 (Ryc. 16).
Sugeruje te, z2 BMI-1 moze istotnie wptywaé na zalezng od glukozy regulacje ekspresji
izoform PHLPP.

Wykazano, ze stymulacja komorek HEC-1A insuling powoduje poczatkowo wzrost ekspresji
BMI-1 a nastgpnie spadek zard6wno w warunkach hipo- , jak i hiperglikemii. Zmiany
ekspresji BMI-1 pokrywaja si¢ ze zmianami fosforylacji AKT, a obnizonej ekspresji BMI-1
po przedtuzonej stymulacji insuling w warunkach hipoglikemii towarzyszy wzrost ekspresji
PTEN (Ryec. 18A). Zahamowanie ekspresji BMI-1 sprawia, ze komorki szybciej stajg si¢

niewrazliwe na dziatanie insuliny szczego6lnie w warunkach hipoglikemii. W przeciwienstwie
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do tego w komorkach Ishikawa zahamowanie ekspresji BMI-1 sprawia, ze komorki sa
bardziej wrazliwe na stymulacj¢ insuling zarowno w warunkach hipo- jak i hiperglikemii
(Ryc. 18B). Otrzymane wyniki wykazaty, ze BMI-1 moze odgrywa¢ réwniez istotng role we
wrazliwosci komorek raka endometrium na dziatanie insuliny, cho¢ peilne zrozumienie
mechanizmu tej zaleznosci wymaga dalszych badan.

Dane literaturowe wskazuja, ze w przypadku niektérych nowotwordow hiperglikemia wplywa
na wzrost ekspresji BMI-1, a przez to na zwigkszenie zywotnos$ci i proliferacji komorek
nowotworowych (55). W przypadku komoérek HEC-1A 1 Ishikawa zywotno$¢ komorek jest
wyzsza w warunkach hiperglikemii niz hipoglikemii, cho¢ jak wcze$niej stwierdzono
ekspresja BMI-1 w warunkach niedostatecznej ilosci glukozy jest wyzsza. Moze jednak to
by¢ mechanizm obronny komoérek umozliwiajgcy im przetrwanie w niekorzystnych
warunkach. W przedstawione] pracy, wykazano, ze BMI-1 wplywa na zywotnosé¢
i proliferacj¢ obu linii komdérkowych raka endometrium zaréwno w warunkach hipo- jak
1 hiperglikemii. Wydaje si¢, ze wptyw BMI-1 na zywotno$¢ komorek jest bardziej znaczacy
w warunkach hipoglikemii w komoérkach HEC-1A, a w komoérkach Ishikawa w warunkach
hiperglikemii (Ryc. 24).

Zmiany w ekspresji BMI-1 wplywaja na nieprawidlowa ekspresje gendéw kontrolujacych
podziat, proliferacj¢, migracje czy inwazje¢ komoérek nowotworowych, co prowadzi do
rozwoju 1 progresji nowotworowej (26). Pomimo tego, ze BMI-1 jest uznanym onkogenem
wpltywajacym na transformacj¢ nowotworowa, jego rola w metastazie 1 inwazji nie sg w petni
poznane. BMI-1 promuje inwazj¢ 1 migracj¢ komorek raka trzustki 1 raka
watrobowokomorkowego (131, 235). Jednak Xiong i wsp. (2015) wykazali, ze w komorkach
raka phluc niska ekspresja BMI-1 wplywa na proces metastazy komorek (257). Z kolei
Engelsen 1 wsp. (2008) wykazali, ze brak lub niska ekspresja BMI-1 koreluje z obecnos$cia
inwazji naczyniowej oraz ztymi rokowaniami wsrod pacjentek z rakiem endometrium (59).
Ponadto Shao i wsp. (2014) sugeruja, ze nadekspresja BMI-1 wptywa na lepsze rokowania
wsrod pacjentek rasy bialej cierpigcych na raka piersi (199). Zatem, najprawdopodobniej rola
BMI-1 w metastazie 1 inwazji moze zaleze¢ od rodzaju nowotworu 1 kontekstu
molekularnego.

Wykazano, ze zahamowanie ekspresji w komoérkach raka jamy nosowo gardlowej i czerniaka
wplywato na hamowanie przejscia epitelialno-mezenchymalnego tych komoérek (150, 203).
Przejs$cie epitelialno-mezenchymalne to ztozony proces, w ktérym komorki nabtonkowe
uzyskuja wiekszg zdolno$¢ do migracji 1 nabywajg przez to cech inwazyjnych komorek

mezenchymalnych. Proces ten podczas progresji nowotworowej moze wplywaé na
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przeksztalcenie nieztosliwego nowotworu w forme¢ inwazyjng. Podczas procesu EMT
dochodzi do wzrostu ekspresji kilku charakterystycznych markeréw dla tego procesu
bedacych czynnikami transkrypcyjnymi, takich jak SNAIL, ZEBI, TWIST, SLUG oraz bialek
zaangazowanych w migracje komorek m.in. wimentyny czy kadheryny N. W wyniku procesu
EMT obserwuje si¢ spadek ekspres;ji biatka E-kadheryny kodowanej przez gen CDH1 (78).
Song 1 wsp. (2009) wykazali, ze BMI-1 wraz z SNAIL przylaczajac si¢ do regionu
promotorowego CDHI wptywa na obnizenie ekspresji E-kadheryny i wzrost inwazyjnosci
raka jamy nosowo-gardtowej (203). W nowotworach glowy i szyi BMI-1 wptywa takze na
regulacje ekspresji SNAIL (277). W komorkach raka gruczotowo-torbielowatego $linianek
SACC-LM po wyciszeniu ekspresji BMI-1 zaobserwowano spadek ekspresji SNAILL, SLUG
1 wzrost ekspresji E-kadheryny, a takze spadek potencjatu migracyjnego i inwazyjnego tych
komorek (28). Yang 1 wsp. (2010) wykazali, ze wysoka ekspresja BMI-1 1 TWIST1 koreluje
ze spadkiem ekspresji E-kadheryny oraz gorszymi rokowaniami ws$rod pacjentow
z nowotworami glowy i szyi (269). Kurihara i wsp. (2015) wykazali, ze w nowotworze
jezyka BMI-1 wraz z ZEB1 moze regulowaé¢ ekspresj¢ E-kadheryny przez co wptywaé na
inicjacje przejscia epitelialno-mezenchymalnego komorek (124).

W komorkach nowotworach endometrium SNAIL i SLUG odgrywajg istotng rolg w przejsciu
epitelialno-mezenchymalnym poprzez hamowanie ekspresji genu dla E-kadheryny (213).
Stwierdzono, ze w preparatach raka endometrium ekspresja SNAIL, SLUG jest
zdecydowanie wyzsza niz w preparatach prawidlowego endometrium. Wzrost ekspresji tych
czynnikow istotnie korelowal ze stopniem zaawansowania nowotworu endometrium oraz
wystepowaniem przerzutow do weztow chtonnych (213). Wyniki uzyskane w toku realizacji
przedstawionej pracy doktorskiej sugeruja, ze BMI-1 moze odgrywac rowniez istotng role
w regulacji przejscia epitelialno-mezenchymalnego w komoérkach raka endometrium HEC-
1A 1 Ishikawa poprzez regulacje ekspresji SNAIL, SLUG i CDHI, poniewaz zahamowanie
jego ekspresji wyraznie zwicksza ekspresj¢ SNAIL i SLUG oraz zmniejsza ekspresje E-
kadheryny (Ryc. 26). Ponadto, wykazano, ze obnizenie ekspresji BMI-1 moze zmniejszaé
potencjal migracyjny i inwazyjny komorek raka endometrium (Rye. 25).

W celu dalszego potwierdzenia zaleznosci pomigdzy BMI-1 a elementami szlaku AKT
w raku endometrium dokonano analizy ekspresji BMI-1, PTEN, PHLLP1/2, AKT i poziomu
fosforylowanej formy kinazy AKT, zar6wno w preparatach tkanki prawidtlowej endometrium,
jak 1 nowotworéw endometrium. Uzyskane wyniki dla preparatow nowotworowych
analizowano rowniez pod katem zaleznosci wysokosci ekspresji od stopnia zaawansowania

nowotworu wedlug klasyfikacji FIGO, stopnia histologicznej zlosliwosci, naciekania
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mig$niowki macicy oraz zajecia weztdw chlonnych (Rye. 27, Tab. 7). Dostgpne dane
literaturowe wskazuja, ze wiekszos¢ nowotworéw wykazuje nadekspresje BMI-1, ktora
wpltywa na wzrost ich inwazyjnosci . Nadekspresje biatka BMI-1 obserwuje si¢ w glejaku,
rdzeniaku, raku jamy nosowo-gardtowej, raku jezyka, piersi, jelita grubego, jajnika, pecherza
moczowego 1 trzustki (280). Jednak wykazano, Zze brak lub niska ekspresja w przypadku
niektorych nowotworéw jest charakterystyczna dla nowotworow o wyzszym stopniu
zaawansowania. Engelsen 1 wsp. (2008) wykazali w preparatach btony §luzowej trzonu
macicy obnizong ekspresj¢ BMI-1 w guzach zdolnych do inwazji naczyniowej i guzach
o wysokim stopniu histologicznej ztosliwosci (59).

W prezentowanej pracy nie stwierdzono istotnej roznicy pomigdzy ekspresja BMI-1
w preparatach prawidlowych i nowotworowych. Wczes$niejsze badania Honiga 1 wsp.
wykazaty  zwickszong ekspresje¢ BMI-1 w nowotworach endometrium w pordéwnaniu
z tkanka prawidlowa. Jednak analiz¢ przeprowadzono jedynie na 12 preparatach
nowotworowych i 6 preparatach prawidlowych endometrium (94). Z kolei w prezentowanej
pracy podobnie jak w przypadku badan Engelsena i wsp. (2008) stwierdzono obnizong
ekspresje BMI-1 w nowotworach endometrium o wyzszym stopniu zaawansowania (III+IV)
wedhug klasyfikacji FIGO w stosunku do nowotworéw o mniejszym stopniu zaawansowania
(I+II) oraz nowotworach wykazujacych zdolno$¢ do przerzutowania do weztow chtonnych
w porownaniu do nowotworow nieprzerzutujacych (Tab. 7).

W wielu nowotworach obserwuje si¢ spadek ekspresji genow kodujacych fosfatazy PTEN
i PHLPP. Jednak wyniki dotyczace wptywu ekspresji PTEN na progresje nowotworow
1 prognoz¢ dla pacjentéw sa niejednoznaczne. Wyniki wielu badan sugeruja, ze brak lub
niska ekspresja PTEN wiaze si¢ z gorszymi prognozami dla pacjentéw (9, 97, 216) podczas
gdy inne wskazujg, ze brak ekspresji PTEN jest zwigzany z lepszymi prognozami (1, 68,
194). Gao 1 wsp. (2009) stwierdzili, ze poziom ekspresji PTEN u pacjentek z rakiem
endometrium byl znaczaco skorelowany ze stopniem zto§liwos$ci histologicznej. Ekspresja
PTEN byta znaczaco wyzsza w nowotworach dobrze zréznicowanych niz nowotworach stabo
zroznicowanych (68).

Ze wzgledu na zdolno$¢ hamowania aktywnosci szlaku AKT odpowiadajacego za przezycie
1 proliferacj¢ komorek, PHLPP1 i 2 uznane zostaly za supresory nowotwordw. Faktycznie
ekspresja obu gendow jest nizsza w przypadku kilku typoéw nowotwordw np. piersi, jelita
grubego, ptuc, watroby i trzustki w porownaniu do tkanki prawidlowej (75, 164). Dane
literaturowe wskazuja obnizong ekspresje¢ PHLPP2 w raku ptaskonabtonkowym gardta

w poznych stadiach zaawansowania nowotworow (239).
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Wyniki badan realizowanych w ramach tej pracy wykazaty znacznie nizszg ekspresje PTEN
i PHLPP2 w preparatach raka endometrium w pordwnaniu do preparatow prawidtlowego
endometrium. Nie stwierdzono jednak roznic w ekspresji tych bialek w preparatach
roznigcych si¢ stopniem ztosliwosci histologiczne] czy zaawansowania klinicznego
nowotworu.

Wyniki badan Gungorduk i wsp. (2014) wykazaly wzrost poziomu fosforylacji kinazy AKT
w raku btony $luzowej trzonu macicy, ktory korelowat z wyzszym stopniem histologiczne;j
ztosliwosci 1 wyzszym stopniem zaawansowania FIGO (III+1V), a takze naciekaniem
migsniowki 1 zajeciem weztdw chlonnych (79). Wyniki badan uzyskane w tej pracy wskazuja
na zwigkszong fosforylacje kinazy AKT w preparatach nowotworowych w poréwnaniu do
prawidlowych, ale w przeciwienstwie do Gungorduk i wsp. (2014) wykazano spadek
poziomu fosforylacji kinazy AKT w nowotworach endometrium zdolnych do przerzutowania
do weztow chlonnych w stosunku do nowotwordw nieprzerzutujacych.

Biorac pod uwage, ze BMI-1 i AKT pehnig funkcje onkogenow, wydaloby sie, ze zmniejszona
ekspresja BMI-1 1 aktywacja szlaku kinazy AKT moga wptywac¢ na zahamowanie metastazy
nowotworow. Jednak wyniki kilku badan, sugeruja, ze aktywacja kinazy AKT moze
sprzyja¢ powstawaniu nowotworow, lecz hamuje inwazyjny potencjat guza. Zatem niski
poziom fosforylacji AKT, paradoksalnie moze sprzyjac przerzutom (92, 170, 217, 276). Poza
tym wplyw AKT na progresje nowotworéw moze zaleze¢ od rodzaju izoformy AKT.
Zwigkszona aktywnos¢ AKTI1 jest charakterystyczna dla wczesnego etapu rozwoju
nowotworu 1 wptywa na ekspresje genéw kodujacych cykling D1 biatko S6 czy B-integryne,
a wiec zaangazowanych gltownie w proliferacje. Stwierdzono natomiast, ze zwigkszona
aktywno$¢ AKT1 wptywa hamujaco na metastaze (190).

Zatem uzyskane wyniki badan sugeruja, ze obnizona ekspresja PTEN i podwyzszony poziom
fosforylacji AKT wystepuja prawdopodobnie we wczesnym stadium raka endometrium,
podczas niski poziom fosforylacji AKT moze by¢ zwigzany z przerzutowaniem raka
endometrium.

Niski poziom BMI-1 w nowotworach bardziej agresywnych wydaje si¢ sprzeczny z wynikami
uzyskanymi wbadaniach przeprowadzonych na komoérkach HEC-1A oraz Ishikawa, gdzie
wykazano, ze zahamowanie ekspresji BMI-1 wplywa na spadek potencjalu migracyjnego
1 inwazyjnego nowotworu endometrium. Nalezy jednak uwzglednié¢, ze komorki Ishikawa
1 HEC-1A s3 modelem komorkowym wywodzacym si¢ z nowotworéw endometrium dobrze

zroznicowanych, o niskim stopniu zaawansowania (119). Mozliwe, ze komorki takie sa

94



bardziej zalezne od BMI-1. W komorkach bardziej agresywnych moze dochodzi¢ do innych
zmian molekularnych, ktére wplywaja na ich potencjat metastatyczny.

W celu okreslenia zalezno$ci pomigdzy poszczegolnymi elementami szlaku AKT w raku
endometrium przeprowadzono analiz¢ korelacji. Uzyskane wyniki badan nie wykazaty zadne;j
zalezno$ci pomiedzy BMI-1 a PTEN, jednak wykazano dodatnig korelacje pomiedzy BMI-1 a
fosforylacja kinazy AKT. Staba ujemna korelacje stwierdzono pomi¢dzy PTEN a pAKT
w preparatach raka endometrium, ale nie w preparatach prawidtowego endometrium (Tab.
9). W zwiazku z tym, ze nie zaobserwowano korelacji pomi¢edzy BMI-1, a PTEN, okreslono
korelacje pomiedzy BMI-1 a PHLPPI i PHLPP2. Wykazano odwrotng korelacj¢ pomigdzy
BMI-1 a fosfatazami PHLPP w tkance prawidlowej endometrium. W przypadku preparatéw
nowotworowych endometrium ujemng korelacje pomiedzy BMI-1 a fosfatazami PHLPP
stwierdzono tylko w preparatach wykazujacych ekspresje PTEN (Tab. 9).

Wiyniki analizy sugeruja, ze w raku endometrium BMI-1 reguluje aktywnos¢ kinazy AKT nie
tylko przez bezposredni wptyw na PTEN, ale takze regulacja ta moze zachodzi¢ poprzez
izoformy PHLPP. Bioragc pod uwage, ze korelacja pomiedzy BMI-1 a PHLPPI1/2
w przypadku nowotworéw obserwowana jest tylko w preparatach wykazujacych ekspresje
PTEN, mozna sugerowac, ze by¢ moze konieczne jest jednak wspoéidziatanie obu biatek
w regulacji fosfataz PHLPP.

Wyniki przeprowadzonych badan dostarczyty istotnych informacji na temat zaleznosci
pomiedzy BMI-1, PHLPP i PTEN oraz aktywnosci kinazy AKT w raku endometrium. Po raz
pierwszy wykazano, ze BMI-1 moze regulowaé ekspresje¢ fosfataz PHLPP, a regulacja ta jest
zalezna od stezenia glukozy i insuliny. Wydaje si¢ wiec, ze BMI-1 moze odgrywaé role
czynnika, ktory laczy hiperglikemi¢ i insulinooporno$¢ z rozwojem i progresja raka
endometrium, cho¢ jego dzialanie zalezy od kontekstu molekularnego.

Ocena ekspresji BMI-1, PTEN, PHLPP oraz aktywnosci kinazy AKT moze odgrywac istotng
role w doborze odpowiedniego leczenia u pacjentek z rakiem endometrium, szczeg6lnie
tych,u ktérych stwierdza si¢ cukrzyce. Uzyskane wyniki badan sugeruja, ze leki oparte na
negatywnej regulacji BMI-1, takie jak PTC-209, ktéry obecnie jest fazie badan klinicznych
1jest stosowany u pacjentow z guzami litymi (NCT02404480), muszg by¢ stosowane po
uwzglednieniu szerszego tta molekularnego

Zatem poznanie zalezno$ci pomigdzy hiperinsulinemia, szlakiem kinazy AKT oraz BMI-1
w przysztosci moze pozwoli¢ na opracowanie skuteczniejszych metod terapeutycznych, ktére

uwzglednialyby molekularnykontekst 1 specyfike nowotworéw endometrium oraz
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wykazywatyby wigksza skuteczno$¢ w przypadku wspétistnienia u pacjentdw zespotu

metabolicznego.

9. Whnioski

Uzyskane w pracy doktorskiej wyniki wykazaty, ze:

1.

W komorkach raka endometrium BMI-1 moze wptywa¢ na fosforylacj¢ AKT poprzez
bezposrednig regulacje ekspresji genow PTEN, PHLPP1, PHLPP2.

Ekspresja BMI1 jest zalezna od st¢zenia glukozy i insuliny gléwnie w komorkach

HEC-1A wykazujacych ekspresje PTEN.

W warunkach hiperglikemii BMI-1 moze wptywa¢ na aktywno$s¢ AKT poprzez
regulacje fosfataz PHLPP1 i 2, natomiast w warunkach hipoglikemii w komorkach

wykazujacych ekspresje PTEN glownie przez regulacje tej fosfatazy.

BMI-1 wptywa na proliferacj¢ oraz migracj¢ 1 inwazj¢ komorek raka endometrium.
Wpltyw BMI-1 na potencjal migracyjny komorek raka endometrium moze by¢
wynikiem regulacji ekspresji gendw zwigzanych z przejsciem epitelialno-

mezenchymalnym, takich jak SNAIL, SLUG 1 CDH].

Zmniejszenie ekspresji BMI-1 1 poziomu fosforylacji kinazy AKT jest

charakterystyczne dla zaawansowanego stadium nowotworu endometrium.

W preparatach prawidtowego endometrium obserwuje si¢ znaczaca odwrotng korelacje
pomiedzy ekspresja BMI-1 a ekspresja fosfataz PHLPP, szczegélnie PHLPPI.
W  przypadku nowotworow  korelacja taka obserwowana jest tylko
w preparatach wykazujacych ekspresje PTEN, co sugeruje by¢ moze konieczne jest

wspotdziatanie obu biatek w regulacji fosfataz PHLPP.

Zatem mozna stwierdzi¢, ze BMI-1 moze odgrywac rolg czynnika, ktory taczy hiperglikemig

1 insulinooporno$¢ z rozwojem 1 progresjg raka endometrium, a jego dziatanie zalezy od

kontekstu molekularnego przede wszystkim ekspresji funkcjonalnej fosfatazy PTEN.
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10. Streszczenie

Rak endometrium to nowotwodr narzadu rodnego kobiet rozwijajacy si¢ w btonie §luzowej
trzonu macicy. W Polsce rak endometrium jest czwartym pod wzgledem zachorowalno$ci
nowotworem u kobiet. Raka endometrium diagnozuje si¢ przewaznie u kobiet w okresie
okoto i pomenopauzalnym, u ktérych czesto wystepuje otytos¢, nadci$nienie tetnicze
1 cukrzyca.

Istotng role w rozwoju 1 progresji wielu nowotworéw, w tym raka endometrium odgrywa
szlak kinazy AKT. Zwiekszona aktywnos$¢ tego szlaku w raku endometrium wynika z mutacji
w genach kodujacych receptory o aktywnosci kinaz tyrozynowych, 3-kinazy
fosfatydyloinozytolu PI3K lub izoform samej kinazy AKT. Jednak wazng role w regulacji
aktywnos$ci kinazy AKT odgrywaja rowniez fosfatazy, ktore posrednio (PTEN) Ilub
bezposrednio (PP2A, PHLPP1, PHLPP2) wplywaja na jej defosforylacj¢. Sugeruje si¢, ze na
regulacje szlaku AKT moze wplywac¢ rowniez biatko BMI-1, bedace sktadnikiem kompleksu
represyjnego PRCI, ktéry wptywa na zahamowanie ekspresji wielu genoéw. Biatko BMI-1
regulujgc ekspresje gendw wplywa na szereg procesow komorkowych takich jak cykl
komorkowy, apoptoza, proliferacja, naprawa DNA oraz przejscie epitelialno-mezenchymalne.
Zaburzenia w aktywnosci lub ekspresji biatka BMI-1 w komoérkach nowotworowych moze
prowadzi¢ do zwigkszonej migracji, proliferacji 1 inwazji komoérek. Wynik badan wykazuja,
ze zarowno zwigkszona ekspresja, jak 1 obnizona ekspresja biatka BMI-1 wplywa na
progresje nowotworow. Rola biatka BMI-1 w nowotworach endometrium nie jest dobrze
poznana. Ostatnie badania sugeruja, ze biatlko BMI-1 moze mie¢ istotny zwigzek
z insulinooporno$cig i regulacja szlaku insuliny w komorkach watroby. Z kolei dane
epidemiologiczne wskazuja, ze otytos¢ 1 zwiekszone stezenie insuliny we krwi wynikajace
z insulinooporno$ci sg powaznymi czynnikami ryzyka raka endometrium.

Glownym celem prezentowanej pracy byto okreslenie roli biatka BMI-1 w regulacji szlaku
kinazy AKT w raku endometrium oraz jego wpltywu na potencjal migracyjny i inwazyjny
komorek. W badaniach wykorzystano dwie linie komérkowe raka endometrium (HEC-1A
oraz Ishikawa) rdéznigce si¢ ekspresja biatka PTEN oraz material kliniczny obejmujacy
preparaty tkanki prawidtowej endometrium oraz preparaty raka btony S$luzowej trzonu
macicy. Aby zrealizowac postawiony cel zastosowano szereg metod badawczych. Ekspresje
BMI-1 zahamowano w komorkach raka endometrium poprzez interferencje RNA oraz
poprzez zastosowanie inhibitora PTC-209. Ekspresje¢ genow oznaczano na poziomie mRNA
przy uzyciu reakcji tancuchowej polimerazy z analiza produktu w czasie rzeczywistym

a zmiany ilo$ciowe bialek oznaczono przy uzyciu metody Western blotting. W celu oceny
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migracji komoérek zastosowano test wound-healing i Transwell assay. Oceng¢ potencjatu
inwazyjnego komorek wykonano przy pomocy insertow optaszczonych Matrigelem. Oceng
zywotnos$ci 1 potencjatu proliferacyjnego komorek okreslono przez zastosowanie testu MTT.
W celu okreslenia lokalizacji biatka BMI1 w miejscach promotorowych badanych genow
zastosowano immunoprecypitacje chromatyny.

Badania przeprowadzone z wykorzystaniem linii komorkowych mialy na celu okre$lenie
wptywu zmian ekspresji BMI-1 na fosforylacja kinazy AKT i ekspresje fosfataz regulujacych
aktywnos$¢ tej kinazy w warunkach roznego stezenia glukozy i stymulacji insuling oraz
wplywu na potencjal migracyjny i inwazyjny komoérek. Uzyskane wyniki wykazaly, ze
komorkach raka endometrium BMI-1 moze wplywaé¢ na fosforylacje AKT poprzez
bezposrednig regulacje ekspresji genéw PTEN, PHLPP1 i PHLPP2. Ekspresja BMI-1 jest
zalezna od stezenia glukozy 1 insuliny gtownie w komorkach wykazujacych ekspresje PTEN.
W warunkach hiperglikemii BMI-1 moze wplywa¢ na aktywno$¢ AKT poprzez regulacje
fosfataz PHLPP 1 i 2, natomiast w warunkach hipoglikemii w komorkach wykazujacych
ekspresje PTEN gltownie przez regulacje tej fosfatazy. BMI-1 wptywa na proliferacje oraz
migracj¢ 1 inwazje komorek raka endometrium. Wptyw BMI-1 na potencjal migracyjny
komorek raka endometrium moze by¢ wynikiem regulacji ekspresji gendw zwigzanych
z przejsciem epitelialno-mezenchymalnym, takich jak SNAIL, SLUG i CDHI.

W celu dalszego potwierdzenia zaleznosci pomigdzy BMI-1 a elementami szlaku AKT
w raku endometrium dokonano analizy ekspresji BMI-1, PTEN, PHLLP1/2, AKT i poziomu
fosforylowanej formy kinazy AKT, zar6wno w preparatach tkanki prawidtowej endometrium,
jak 1 nowotworéw endometrium. Uzyskane wyniki dla preparatow nowotworowych
analizowano roéwniez pod katem =zalezno$ci wysokosci ekspresji BMI-1 od stopnia
zaawansowania nowotworu wedtug klasyfikacji FIGO, stopnia histologicznej zto§liwos$ci oraz
zajecia wezlow chtonnych. Wykazano, ze zmniejszenie ekspresji BMI-1 1 poziomu
fosforylacji kinazy AKT jest charakterystyczne dla zaawansowanego stadium nowotworu
endometrium. Ponadto, w preparatach prawidlowego endometrium obserwuje si¢ znaczaca
odwrotng korelacje pomiedzy ekspresja BMI-1 a ekspresja fosfataz PHLPP, szczegolnie
PHLPPI1. W przypadku nowotwordéw korelacja taka obserwowana jest tylko w preparatach
wykazujacych ekspresje PTEN.

Wyniki przeprowadzonych badan sugeruja, ze BMI-1 moze odgrywaé role czynnika, ktory
faczy hiperglikemie i insulinooporno$¢ z rozwojem i progresja raka endometrium poprzez
regulacje AKT, a jego dziatanie zalezy od kontekstu molekularnego przede wszystkim

ekspresji funkcjonalnej fosfatazy PTEN.
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11. Summary

Endometrial cancer is a cancer of the reproductive organs of women developing in the lining
of the uterus. It is the fourth most frequently occurring malignancy among women in Poland.
Endometrial cancer is diagnosed mostly in postmenopausal women who often are obese and
suffer from hypertension and diabetes.

AKT kinase pathway plays an important role in cancers development and progression,
including endometrial cancer.Increased activity of this pathway in endometrial cancer is
a result of mutations in genes encoding receptor tyrosine kinases, PI3K kinase and AKT
isoforms. However, crucial role in AKT regulation is playedby phosphatases that directly
(PTEN) or indirectly (PP2A, PHLPP1, PHLPP2) dephosphorylate AKT. Moreover, it is
suggested that BMI-1 protein, that is a component of Polycomb repressive complex PRC1 and
inhibits the expression of many genes, is also responsible for AKT pathway regulation. BMI-
1 protein is involved in many cellular processes such as cell cycle progression, apoptosis,
proliferation, DNA repair and epithelial to mesenchymal transition. Alterations in the activity
or expression of BMI-1 in cancer cells lead to increased proliferation, migration and invasion
of cells. The results of many studies have shown that both under- and overexpression of
BMI-1 impact on cancer progression.The role of BMI-1 in endometrial cancer is not well
understood. Recent studies suggest, that BMI-1 shows a significant relationship with insulin
resistance and regulation of insulin pathway. Epidemiological data indicate that obesity and
hyperinsulinemia resulting from insulin resistance are serious risk factors of endometrial
cancer.

The main aim of the study was to determine the role of BMI-1 in AKT pathway regulation in
endometrial cancer and its impact on cell migration and invasion potential. Two cell lines of
endometrial cancer (HEC-1A and Ishikawa) differing in PTEN protein expression as well as
clinical material including samples of normal endometrial tissue and endometrial cancer were
used in this study. To achieve the main aim, a number of research methods were used. BMI-1
expression was inhibited in endometrial cancer cells by RNA interference and by the use of
a PTC-209 inhibitor. Gene expression was determined using polymerase chain reaction with
real-time product analysis and protein level was determined using Western blotting method.
To assess cell migration, wound-healing and Transwell assay were used. The invasive
potential of the cells was assessed using Matrigel-coated inserts. The assessment of cell
viability and proliferative potential was done by using the MTT test. Chromatin
immunoprecipitation was used to determine the localization of BMI-1 protein at promoter

sites of the genes tested.
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The aim of studies conducted using cell lines was to determine the impact of BMI-1
expression changes on AKT phosphorylation and expression of phosphatases regulating AKT
kinase activity in different glucose availability and insulin stimulation conditions. Moreover,
the impact of decreased BMI-1 expression on migration and invasion potential of
endometrial cancer cells was determined. The results showed that in endometrial cancer cells
BMI-1 may impact on AKT phosphorylation by direct regulation of PTEN, PHLPP1 and
PHLPP2 gene expression regulation. Expression of BMI-1 is dependent on glucose
availability and insulin stimulation mostly in PTEN positive cells. In hyperglycemia
conditions BMI-1 affects AKT activity mostly by regulation of PHLPPs and in hypoglycemia
conditions by PTEN expression regulation. Analyses showed that BMI-1 has influence on the
migration and invasion potential of endometrial cancer cells. The impact of BMI-1 on
migration and invasion of endometrial cancer cells may result from the regulation of
expression of genes associated with epithelial-mesenchymal transition, such as SNAIL,
SLUG and CDHI.

In order to further confirm the relationship between BMI-1 and elements of the AKT pathway
in endometrial cancer, the expressions of BMI-1, PTEN, PHLPPs, AKT and phosphorylated
form of AKT were analyzed in both normal and endomerial cancer samples. It has been
shown that a decrease in BMI-1 expression and AKT kinase phosphorylation is characteristic
of advanced stage endometrial cancer. In addition, a significant inverse correlation between
BMI-1 expression and PHLPP phosphatase expression, particularly PHLPP1, is observed in
normal endometrial samples. In the case of tumors, inverse correlation between BMI-1 and
PHLPPs is observed only in cancers expressing PTEN.

The results of the studies suggest that BMI-1 may play the role of a factor that combines
hyperglycemia and insulin resistance with the development and progression of endometrial
cancer via AKT pathway regulation, and its action depends on the molecular context,

especially functional PTEN phosphatase expression status.
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