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Wykaz stosowanych skrótów i symboli 

3pK (ang. Mitogen-activated Protein Kinase Activated Protein Kinase 3) 

serynowo-treoninowa kinaza MAPKAPK3 

A375 linia komórkowa czerniaka 

AKT (ang.  protein kinase B, PKB) białkowa kinaza serynowo-treoninowa 

AKT1 (ang. RAC-alpha serine/threonine-protein kinase) gen kodujacy 

białko o aktywności kinazy serynowo-treoninowej 

Arf/p53 (ang. ADP-ribosylation factor/protein 53) szlak zaangażowany 

w regulację cyklu komórkowego 

ATCC (ang. American TypeCulture Collection) amerykańska organizacja 

non-profit, która zbiera, przechowuje i dystrybuuje mikroorganizmy 

i linie komórkowe oraz biopreparaty do badań naukowych 

ATF3 (ang. cyclic AMP-dependent transcription factor ATF-3) gen 

kodujacy czynnik transkrypcyjny  

Atg (ang. autophagy-related protein) białko zaangażowane w proces 

autofagii 

ATP  (ang. adenosine triphosphate) adenozyno-5′-trifosforan 

βTrCP (ang. β-transducing repeat-containing protein) ligaza ubikwitynowa 

Bax (ang. Bcl-2-like protein 4) białko proapoptotyczne z rodziny Bcl-2 

Bcl-2 (ang. B-cell lymphoma 2) białko antyapoptotyczne 

Bim (ang. Bcl-2-like protein 11) białko proapoptotyczne z podrodziny 

BH3-only (ang. Bcl-2 modifying factor) 

BMI-1  (ang. B lymphoma Mo-MLV insertion region 1 homolog) białko 

kompleksu PRC1 

BCSC (ang. breast cancer stem cells) komórki macierzyste raka piersi 

C57BL/6 mysi model badawczy 

c-Fos protoonkogen, czynnik transkrypcyjny 

c-Myc (ang. myelocytomatosis) protoonkogen, czynnik transkrypcyjny 

CAM (ang. chorioal Latonic membrane) błony kosmórkowo-owodniowa 

kurzych zarodków 

CBX4 (ang. chromobox) białko Polycomb posiadające chromodomenę 

CD 

CDH1 

(ang. cluster of differentiation) glikoproteiny powierzchniowe 

gen kodujący E-kadherynę 

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

CG (ang. chorionic gonadotropin) gonadotropina kosmówkowa 
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CHIP (ang. chromatin immunoprecipitation) immunoprecypitacja 

chromatyny 

CHK2 (ang. checkpoint kinase 2) kinaza serynowo-treoninowa 

CP20 linia komórkowa raka jajnika 

CRH (ang. corticotropin-releasing hormone), kortykoliberyna, hormon 

uwalniający kortykotropinę 

CSC (ang. cancer stem cells) nowotworowe komórki macierzyste 

DPBS  (ang. Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline) buforowana 

fosforanem sól fizjologiczna Dulbecco 

DU145 linia komórkowa raka prostaty 

E2F-1  (ang. E2F transcription factor 1) czynnik transkrypcyjny 

ECA109 linia komórkowa raka przełyku 

ECACC (ang. European Collection of Authenticated Cell Cultures) 

Europejska Kolekcja Hodowli Komórkowych, dysponująca 

materiałem pochodzącym z różnych narządów i reprezentującym 

odmienne właściwości 

EMT (ang. epithelial-mesenchymal transition) przejście epitelialno-

mezenchymalne 

Ets-1 

 

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

czynnik transkrypcyjny 

ER (ang. estrogen receptor) receptor estrogenowy 

FBS (ang. fetal bovine serum) płodowa surowica bydlęca 

FIGO (ang. International Federation of Gynecology and Obstetrics) 

Międzynarodowa Federacja Ginekologii i Położnictwa 

FOXM1  (ang. Forkhead Box M1) czynnik transkrypcyjny 

FOXO1 (ang. Forkheadbox protein O1) czynnik transkrypcyjny 

FOXO3a (ang. Forkheadbox class O 3a) czynnik transkrypcyjny 

GBC-SD linia komórkowa woreczka żółciowego 

Granta-519 linia komórkowa chłoniaka 

GSC (ang. glioblastoma stem-like cells) komórki macierzyste glejaka 

GSK-3β (ang. glycogen synthase kinase 3 beta) 3-kinaza syntazy 

glikogenowej 

H2A histon H2A 

H3K4  lizyna 4 histonu H3 

H3K79 lizyna 79 histonu H3 
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H-RAS  

 

HCT116 

(ang. Harvey rat sarcoma viral oncogene homolog) ludzki homolog 

onkogenu H-ras obecny w wirusie mięsaka Harveya u szczurów 

linia komórkowa raka jelita grubego 

HEC-1A linia komórkowa raka endometrium 

Hedgehog szlak odgrywający istotną rolę w utrzymaniu właściwości komórek 

macierzystych 

HepG2 

HEPES 

linia komórkowa raka wątroby 

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

buforujący 

HEY2  (ang. hairy/enhancer-of-split related with YRPW motif protein 2) 

czynnik transkrypcyjny 

HL-60 linia komórkowa ostrej białaczki szpikowej 

HSC (ang. hematopoetic stem cells) hematopoetyczne komórki 

macierzyste 

HTH (ang. helix-turn-helix) struktura heliks-skręt-heliks 

IL-6 (ang. interleukin 6) interleukina 6 

ILK (ang. integrin-linked kinase) kinaza związana z integrynami 

INK4A/ARF  

 

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

p16 i p14 

INPP4B 

 

(ang. inositol polyphosphate 4-phosphatase type II) fosfataza 

zaangażowana w odłączenie grupy fosforanowej od   (3,4,5)-

trisfosforanufosfatydyloinozytolu do fosfatydyloinozytolu 4,5-

bisfosforanu 

INPP5D 

 

(ang. inositol polyphosphate 5-phosphatase 1) fosfataza 

zaangażowana w odłączenie grupy fosforanowej od   (3,4,5)-

trisfosforanu fosfatydyloinozytolu do fosfatydyloinozytolu 4,5-

bisfosforanu 

Ishikawa linia komórkowa raka endometrium 

JeKo-1 linia komórkowa chłoniaka 

JVM-2 linia komórkowa chłoniaka 

K-Ras K-Ras (ang. Kirsten ras oncogene homolog) gen kodujący małe 

białko o aktywności GTP-azy 

KLF4 (ang.  Krϋppel-like factor 4) czynnik transkrypcyjny 

LC3-II (ang. microtubule-associated protein light chain 3) białko 

zaangażowane w proces autofagii 

LSC (ang.  leukemic stem cells) białaczkowe komórki macierzyste 
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MAPKAPK2 

 

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

mitogenami 

MAVER-1 linia komórkowa chłoniaka 

MCF-7 linia komórkowa raka piersi 

MCL-1  (ang. myeloid cell leukemia 1) białko antyapoptotyczne 

MDA-MB-231 linia komórkowa raka piersi 

MDM2 (ang. E3 ubiquitin-protein ligase Mdm2) ligaza ubikwitynylowa E3 

Mel18 czynnik transkrypcyjny 

MHCC97-H linia komórkowa raka wątroby 

MINO linia komórkowa chłoniaka 

MMP (ang. metaloproteinase) metaloproteinazy 

MOLM-13/14 linia komórkowa ostrej białaczki szpikowej 

MRP1 (ang. multi-drug resistance protein 1) białko wpływające na 

chemiooporność komórek nowotworowych 

mTORC2 (ang. mTOR (mammalian target of rapamycin) complex 2) kinaza 

serynowo-treoninowa 

MTT (ang. 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) 

sól tetrazolowa(bromek 3-(4,5dimetylotiazol-2-yl)- 2,5-

difenylotetrazoliowy) 

MYCN 

 

(ang. v-myc myelocytomatosis viral related oncogene, 

neuroblastoma derived (avian)) czynnik transkrypcyjny 

MV4-11 linia komórkowa ostrej białaczki szpikowej 

NANOG (ang. Homeobox protein NANOG) gen kodujący czynnik 

transkrypcyjny 

NCEB1 linia komórkowa chłoniaka 

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

czynnik transkrypcyjny 

NLS (ang. nuclear localization signal) sygnał lokalizacji jądrowej 

Notch szlak sygnałowy odpowiedzialny za proliferację komórek 

NPC  (ang. Neural Progenitor Stem Cell) neuronalne komórki 

progenitorowe 

NVP-LDE-225/ 

Erismodegib 

inhibitor białka smoothened 

 

OCI-ALM3 linia komórkowa ostrej białaczki szpikowej 
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OCT-4 (ang. octamer-binding transcription factor 4) gen kodujący czynnik 

transkrypcyjny 

OvCa linia komórkowa raka jajnika 

OVCAR linia komórkowa raka jajnika 

p14 (ang.  protein 14) białko o masie cząsteczkowej 14 kDa 

p16INK4a/Rb 

 

(ang. protein 16/Retinoblastoma) szlak komórkowy zaangażowany 

w regulację cyklu komórkowego 

p21 (ang. protein 21) białko o masie czasteczkowej 21kDa, inhibitor 

kinaz zależnych od cyklin 

p53 (ang. protein 53) białko o masie czasteczkowej 53kDa, supresor 

nowotworów 

PAF (ang. platelet-activating factor) czynnik aktywujący płytki krwi 

PARK2  (ang. parkin RBR E3 ubiquitin protein ligase) ligaza ubikwitynowa 

PET (ang. polyethylene terephthalate) politereftalanetylenu 

PDGFRA 9 (ang. platelet-derived growth factor receptor, alpha polypeptide) gen 

kodujący receptor płytkopochodnego czynnika wzrostu 

PDK1 (ang. phosphoinositide-dependent kinase 1) kinaza zależna od 

fosfatydyloinozytolu 

PE (ang. phosphatidylethanolamine) fosfatydyloetanoloamina 

PEST  (ang. proline (P), glutamicacid (E), serine (S), and threonine (T)) 

region białka bogaty w prolinę, kwas glutaminowy, serynę i treoninę 

PHLPP1/2 (ang. PH Domain And Leucine Rich Repeat Protein Phosphatase 

1/2) fosfatazy zangażowane w defosforylację kinazy AKT 

PI3K (ang. phosphoinositide 3-kinase) 3-kinaza fosfatydyloinozytolu 

PIK3CA 

 

(ang. phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic 

subunit alpha) gen kodujący białko o aktywności kinazy serynowo-

treoninowej 

PINK1 (ang. PTEN-induced kinase 1) serynowo-treoninowa 

mitochondrialna kinaza białkowa 

PIP2 

 

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

4,5-bisfosforan 

PIP3 

 

PMSF 

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

fosfatydyloinozytolo-3,4,5-trifosforan 

fluorek fenylometylosulfonylu, inhibitor proteaz serynowych 

PODXL  (ang. podocalyxin-like protein 1) białko wpływające na 

chemiooporność komórek nowotworowych 
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POSTN (ang. periostin) gen kodujący białko zaangażowane w adhezję 

i  migrację komórek epitelialnych 

PP2A 

 

(ang. protein phosphatase 2A) fosfataza zaangażowana 

w defosforylację kinazy AKT 

PR (ang. progesterone receptor) receptor progesteronowy 

pRB (ang. phosphorylation of Retinoblastoma) fosforylowane białko 

retinoblastoma 

PRC 

 

(ang. Polycomb Repressive Complexes) kompleks represyjny 

Polycomb 

PTC-028 (ang. 6-(5,6-difluoro-2-methyl-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)-N-(4-

(trifluoromethyl)phenyl)pyrazin-2-amine) inhibitor BMI-1 

PTC-209  (ang. N-(2,6-Dibromo-4-methoxyphenyl)-4-(2-methylimidazo[1,2-

a]pyrimidin-3-yl)-2-thiazolamine) inhibitor BMI-1 

PTC-596 (ang. 5-fluoro-2-(6-fluoro-2-methyl-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)-N4-

(4-(trifluoromethyl)phenyl)pyrimidine-4,6-diamine) inhibitor BMI-1 

PTEN (ang. phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome ten) 

białko supresorowe o aktywności fosfatazy 

REC-1 linia komórkowa chłoniaka 

RING1B  (ang. really intresting New gene 1) białko kompleksu PRC1 

RIPK  (ang. receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 1)  kinaza 

serynowo-treoninowa, białko oddziaływujące z receptorem 

ROS (ang. reactive oxygen species) reaktywne formy tlenu 

RPMI-8226 linia komórkowa szpiczaka 

SAHA (ang. Suberoylanilide Hydroxamic Acid) kwas 

suberanilohydroksamowy, inhibitor deacetylazhistonów 

SALL4  (ang. spalt-like transcription factor 4) czynnik transkrypcyjny 

SK-HEP1 linia komórkowa raka wątroby 

SLUG gen kodujący czynnik transkrypcyjny 

sMEK1  (ang. serine/threonine-protein phosphatase 4 regulatory subunit 3A) 

białko stymulujące process apoptozy 

SMMC-7721 linia komórkowa raka wątroby 

Snail1 (ang. zinc-finger transcription factors) czynnik transkrypcyjny 

Sox2  (ang. sex determining region Y) gen kodujący czynnik 

transkrypcyjny 

Sp1 (ang. specificity protein 1) czynnik transkrypcyjny 
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SUNE-1 5–8F linia komórkowa raka jamy nosowo-gardłowej 

SUMO  (ang. small ubiquitin-related modifier) małe białko podobne do 

ubikwityny, biorące udział w sumoilacji 

TE13 linia komórkowa raka przełyku 

TIC (ang. tumor-initiating cells) komórki inicjujące nowotwory 

TNM Klasyfikacja stopnia zaawansowania nowotworu 

Twist1 (ang. Twist-related protein 1) czynnik transkrypcyjny 

U251 linia komórkowa glejaka 

U266 linia komórkowa szpiczaka 

U-937 linia komórkowa ostrej białaczki szpikowej 

ULK1/2 (ang. Unc-51 like autophagy activating kinase 1/2) białkowe kinazy 

serynowo-treoninowe zaangażowane w proces autofagii 

USP22  (ang. Ubiquitin Specific Peptidase 22) deubikwitynaza 

XIAP (ang. X-linked inhibitor of apoptosis) inhibitor aktywności kaspaz 

γH2AX Fosforylowana forma histonu H2AX, marker dwuniciowych pęknięć 

DNA 

VEGF (ang. vascular endotelial growth factor) czynnik wzrostu śródbłonka 

naczyniowego 

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

naczyniowo-śródbłonkowy 

VMP1 (ang. vacuole membrane protein 1) białko zaangażowane w  proces 

autofagii 

Wnt (ang. wingless-type like signaling) szlak sygnałowy odgrywa istotną 

rolę w regulacji takich procesów jak embriogeneza, różnicowanie, 

przeżywalność i proliferacja komórek 

Zeb1 gen kodujący czynnik transkrypcyjny będący represorem 

transkrypcyjnym E-kadheryy 

Z138 linia komórkowa chłoniaka 
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Wstęp 

Rak endometrium jest często występującym nowotworem wśród kobiet. Według American 

Institute for Cancer Research w 2018 na świecie zarejestrowano 380 000 zachorowań na 

raka endometrium (22). W Polsce rak endometrium jest czwartym pod względem 

zachorowalności nowotworem wśród kobiet (174). 

Raka endometrium diagnozuje  się przeważnie u kobiet w okresie około 

i pomenopauzalnym, u których często występuje otyłość, nadciśnienie tętnicze i cukrzyca 

(202). Istotną rolę w  regulacji wzrostu błony śluzowej trzonu macicy odgrywają estrogeny 

i progesteron. Wykazano, że zbyt niski poziom progesteronu w porównaniu z poziomem 

estrogenów znacznie wpływa na zwiększenie ryzyka wystąpienia raka endometrium (18). 

Badania wykazują, że nadciśnienie współistniejące z cukrzycą i otyłością może również 

istotnie zwiększać ryzyko występowania raka endometrium (202, 273). 

Czynnikami prognostycznymi w przypadku raka endometrium są wiek pacjentki, stopień 

histologicznej złośliwości nowotworu, stopień zaawansowania nowotworu według 

klasyfikacji FIGO (ang. International Federation of Gynecology and Obstetrics) oraz 

status receptora estrogenowego i progesteronowego (59). Pacjentki z nowotworami we 

wczesnym stopniu histologicznej złośliwości oraz niskim stopniu zaawansowania raka 

endometrium wg  klasyfikacji FIGO, a także posiadające ekspresję receptora 

estrogenowego i progesteronowego wykazują lepsze rokowania (116). 

Rozpoznanie raka endometrium oparte na ocenie zmian patomorfologicznych nie jest 

wystarczające w celu określenia odpowiedniego leczenia. Ustalenie odpowiedniego 

leczenia pooperacyjnego u pacjentek z rakiem endometrium pozostaje dla lekarzy dużym 

wyzwaniem. Stosowanie radioterapii i chemioterapii u pacjentek z rakiem endometrium 

prowadzi do wielu niekorzystnych zmian w organizmie i śmiertelności wśród pacjentek 

(30). Mimo prowadzonych badań nad podłożem molekularnym raka endometrium, jest ono 

nadal słabo poznane, ponieważ mało jest markerów molekularnych, które pozwalałyby na 

określenie ryzyka wystąpienia choroby, diagnozowanie czy monitorowanie leczenia (116). 

W związku z  tym poszukuje się specyficznych biomarkerów molekularnych 

pozwalających na wczesne diagnozowanie, a w przyszłości także na opracowanie 

skuteczniejszych metod terapeutycznych, które uwzględniłyby molekularny kontekst 

i specyfikę nowotworu endometrium (30). 
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Jednym z najważniejszych szlaków przekazywania sygnałów w komórce włączonych 

w proces powstawania i progresji nowotworów jest szlak kinazy AKT (PKB, ang. protein 

kinase B). Zwiększona aktywność tego szlaku w komórkach nowotworowych może być 

wynikiem nadmiernej ekspresji receptorów o aktywności kinazy  tyrozynowej, utraty 

ekspresji PTEN, czy amplifikacji albo mutacji w genach PI3K lub AKT (162). Zmiany 

w aktywności szlaku kinazy AKT są jedną z nieprawidłowości występujących w raku 

endometrium. Sugeruje się, że niska ekspresja fosfatazy PTEN może być zaangażowana 

w  patogenezę i rozwój raka endometrium (62). Zmiany w ekspresji PTEN mogą być 

wynikiem mutacji w jego genie lub zmian na poziomie transkrypcji lub translacji. Wyniki 

ostatnich badań wykazują, że istotną rolę w rozwoju raka endometrium mogą odgrywać 

zmiany  epigenetyczne. Jednym z czynników, które wpływa na regulację aktywności 

szlaku AKT jest BMI-1 (ang. B lymphoma Mo-MLV insertion region 1 homolog) (69,131, 

203). Białko BMI-1 wchodzi w skład kompleksu PRC1, który odpowiedzialny jest za 

ubikwitynylację lizyny 119 histonu H2A wpływającą na zahamowanie ekspresji genów. 

W komórkach nowotworowych często dochodzi do zaburzeń ekspresji tego białka, co 

wpływa na nieprawidłową regulację genów kontrolujących podziały i wzrost komórek, 

apoptozę oraz zdolność komórek do migracji i inwazji. Nadekspresja BMI-1 wpływa na 

wzrost inwazji, angiogenezy i metastazy, nowotworów, a także sprzyja oporności na 

chemio- i radioterapię wśród pacjentek (234). 

Lepsze zrozumienie procesów zachodzących w komórkach nowotworowych, w które może 

być zaangażowane białko BMI-1 jest istotne w celu znalezienia bardziej skutecznych 

strategii terapeutycznych w leczeniu nowotworów. 

1. Charakterystyka białka BMI-1 

1.1. Występowanie i struktura BMI-1 

Białko BMI-1 kodowane jest u człowieka przez gen BMI1 zawierający 10 eksonów i 9 

intronów, który  zlokalizowany na krótkim ramieniu chromosomu 10 (Ryc. 1A). Ekspresję 

genu BMI1 obserwuje się niemal we wszystkich tkankach. Wyższy poziom ekspresji tego 

genu zaobserwowano w mózgu, gruczołach ślinowych, przełyku, płucach, jajnikach, 

jądrach, łożysku, krwi i szpiku kostnym oraz nerkach (200). 

Gen BMI1 koduje białko o masie cząsteczkowej 36,8 kDa, składające się z 326 

aminokwasów (200). Funkcjonalne białko BMI-1 posiada trzy charakterystyczne regiony: 

N- terminalną domenę RING, centralną domenę heliks-skręt-heliks (HTH, ang. Helix -
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turn-helix) oraz C terminalną domenę PEST (ang. proline (P), glutamic acid (E), serine 

(S), and threonine (T)). W skład domeny RING wchodzi potrójnie skręcona β-kartka, dwie 

pętle wiążące cynk, a także α-helisa. Domena RING odgrywa ważną rolę w odpowiedzi na 

uszkodzenia DNA, ponieważ BMI-1 dzięki niej może lokalizować się w obrębie pęknięć 

DNA. Podobną funkcję w strukturze białka BMI-1 odgrywa domena HTH, ponieważ 

ułatwia BMI-1 wiązanie do DNA. Domena PEST to region bogaty w prolinę, kwas 

glutaminowy, serynę i treoninę, który ograniczony jest przez reszty zasadowe. Funkcją tej 

domeny jest kierowanie białka BMI-1 do degradacji, a brak aminokwasów w pozycji 236-

326 w obrębie domeny PEST wpływa na wzrost półtrwania białka BMI-1, a także 

promowanie proliferacji komórek (17, 266). Białko BMI-1 w swojej strukturze posiada 

również dwa sygnały lokalizacji jądrowej NLS1 i NLS2 (ang. nuclear localization signal). 

Wyniki badań wykazały, że jedynie utrata sekwencji NLS2 może istotnie ograniczać 

lokalizację jądrową białka BMI-1 (Ryc. 1B) (17,52). 

 

 

 

 

 

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

  

1.2. Regulacja ekspresji i aktywności BMI-1 

  1.2.1 Regulacja transkrypcji BMI1 

Na regulację ekspresji genu kodującego białko BMI-1 wpływa szereg czynników 

transkrypcyjnych. Do czynników transkrypcyjnych, które wpływają na zwiększenie 

ekspresji BMI1 należą MYCN (ang. v-myc myelocytomatosis viral related oncogene, 

neuroblastoma derived (avian)), c-Myc (ang. myelocytomatosis), Twist1 (ang. Twist-

related protein 1), FOXM1 (ang. Forkhead Box M1), E2F-1 (ang. E2F transcription factor 
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1), SALL4 (ang. spalt-like transcription factor 4), a  na zmniejszenie ekspresji BMI1 

wpływają KLF4 (ang. Krϋppel-like factor 4) i Mel18 (17). 

c-Myc i MYCN regulują ekspresję BMI1 poprzez wiązanie się do sekwencji E-box regionu 

promotorowego BMI1. Podobnie, SP1 wiąże się do regionu bogatego w pary GC poprzez 

co zwiększa ekspresję genu BMI1 (17, 90, 173). Badania Wanga i wsp. (2003) (228) 

potwierdziły działanie c-Myc i Sp1 (ang. specificity protein 1)  jako transaktywatorów 

BMI1 oraz bezpośrednie oddziaływanie tych czynników na BMI1 zarówno w warunkach in 

vitro jak in vivo. Ponadto, wyciszenie ekspresji c-Myc i Sp1 w linii komórkowej NPC 

(ang. Neural Progenitor Stem Cell) wpływa na zmniejszenie aktywności BMI1 (228). 

Immunoprecypitacja chromatyny w  komórkach linii nowotworu gardła FaDu wykazała, że 

Twist1 przyłącza się do sekwencji w obrębie regionu promotorowego BMI-1  i wpływa na 

zwiększenie jego ekspresji (17, 268). W komórkach nowotworowych zwiększenie 

ekspresji BMI1 przez Twist1 wpływa na nabycie przez te komórki cech komórek 

macierzystych (248). Czynnikiem transkrypcyjnym zaangażowanym w regulację 

transkrypcji BMI1 jest FOXM1. Li i wsp. (2008) (129) wykazali, że FOXM1 przyłącza się 

do promotora genu kodującego czynnik transkrypcyjny c-Myc i wpływa na zwiększenie 

jego ekspresji. W wyniku zwiększonej ekspresji c-Myc dochodzi do zwiększonej ekspresji 

BMI1 (17,129). Wykazano, że czynnik transkrypcyjny E2F-1 poprzez wiązanie się do 

promotorów MYCN oraz BMI1 może zwiększać ich ekspresję w komórkach nerwiaka 

zarodkowego (173). Kolejnym czynnikiem transkrypcyjnym, który pozytywnie wpływa na 

aktywność BMI1 poprzez hipermetylację H3K4 oraz H3K79 w obrębie jego regionu 

promotorowego jest SALL4. Wyciszenie ekspresji SALL4 w linii komórkowej białaczki 

HL-60 istotnie wpływało na spadek ekspresji BMI-1 (268). Negatywnymi regulatorami 

ekspresji BMI1 jest KLF4, który przyłączając się do promotora genu BMI1  hamuje jego 

ekspresję oraz Mel-18, który hamowuje ekspresję BMI1 poprzez represję c-Myc. W linii 

komórkowej raka piersi MCF-7 wykazano, że obniżenie ekspresji BMI-1 poprzez 

nadekspresję Mel-18 istotnie wpływa na poziom fosforylacji kinazy AKT na Ser473 oraz 

Thr308 (48, 81). 
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Rycina 2. Regulacja transkrypcji genu BMI1 przez czynniki transkrypcyjne działające 

pośrednio lub bezpośrednio. 

 

  1.2.2. Regulacja potranskrypcyjna BMI1 

miRNA to krótkie jednoniciowe cząsteczki RNA o długości 21-23 nukleotydów, które 

regulują ekspresję genów na poziomie potranskrypcyjnym poprzez komplementarność do 

regionów 3’-UTR w mRNA. Nieprawidłowa ekspresja miRNA może wpływać na 

zaburzenia w przebiegu procesów komórkowych, a przez to prowadzić do powstawania 

i  progresji nowotworów (72). Zmiany w ekspresji miRNA związane są  z delecją bądź 

amplifikacją genów je kodujących, zlokalizowanych w miejscach łamliwych 

chromosomów (179). 

miRNA w komórkach nowotworowych mają wpływa na regulację aktywności onkogenów 

i genów supresorowych, przez co  działają one jako supresory lub onkogeny (160). miRNA 

działa jako onkogen, kiedy obniżenie ekspresji miRNA wyciszającego onkogen, wpływa 

na wzrost ekspresji onkogenu. miRNA działa jako supresor nowotworów, kiedy wzrost 

ekspresji miRNA wpływa na obniżenie ekspresji genów supresorowych oraz promuje 

proces transformacji nowotworowej (160). 

Ekspresja BMI1 jest regulowana potranskrypcyjnie poprzez miRNA (Ryc. 3). Wykazano, 

że obniżenie ekspresji niektórych miRNA występujące często w komórkach 

nowotworowych może wpływać na wzrost ekspresji BMI1, a przez to odgrywać istotną 

rolę w regulacji wzrostu, proliferacji, inwazji i metastazy komórek,  a także procesu 

apoptozy, angiogenezy, przejścia epitelialno-mezenchymalnego oraz nabycia przez 

komórki nowotworowe cech komórek macierzystych. Ponadto miRNA regulując ekspresję 
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BMI1 może istotnie wpływać na wrażliwość nowotworów na radio- lub chemioterapię 

(207). 
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Rycina 3. Potranskrypcyjna regulacja przez miRNA ekspresji BMI1 w komórkach nowotworowych oraz jej związek z progresją nowotworów 

oraz wrażliwość na terapię.  
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1.2.3. Regulacja potranslacyjna BMI-1 

Istotne znaczenie dla stabilności, lokalizacji oraz funkcji białka BMI-1 mają modyfikacje 

potranslacyjne, do których należą sumoilacja, fosforylacja i ubkwitynylacja. 

Sumoilacja jest to modyfikacja polegająca na kowalencyjnym przyłączeniu białka SUMO 

(ang. small ubiquitin-related modifier) do substratu białkowego. Przyłączenie następuje 

pomiędzy resztą glicyny białka SUMO oraz grupą α-aminową lizyny substratu za pomocą 

wiązania izopeptydowego (245). Sumoilacja reguluje szereg procesów komórkowych, przede 

wszystkim wpływa na  represję transkrypcji, organizację chromatyny oraz stabilność genomu. 

Wykazano, że białko BMI-1 ulega sumoilacji na lizynie 88 przez CBX4 (ang. chromobox 

domain containing proteins 4) w wyniku uszkodzenia DNA poprzez co może gromadzić się 

w miejscach uszkodzeń DNA (98). 

Stabilność i funkcja białka BMI-1 regulowana jest również poprzez ubikwitynylację 

w  domenie PEST przez ligazę ubikwitynową βTrCP (ang. β-transducing repeat-containing 

protein) (193). Wykazano, że nadekspresja βTrCP w komórkach MCF-10A wpływała na 

degradację białka BMI-1 w proteasomach, a wyciszenie βTrCP wpływało na ograniczenie 

degradacji BMI-1 oraz zwiększenie właściwości proonkogennych tego białka (193). 

Istotną rolę w procesach różnicowania i rozwoju odgrywa fosforylacja białka BMI-1 przez 

kinazę MAPKAPK3 (3pK, ang. MAPKAPK3, mitogen-activated protein kinase-activated 

protein kinase 3). W wyniku nadekspresji 3pK dochodzi do fosforylacji zarówno BMI-1 jak 

i innych białek Polycomb, co wpływa na ich oddysocjowanie od chromatyny oraz aktywację 

transkrypcji locus INK4A/ARF (ang. inhibitor of kinase 4/alternative reading frame) (225). 

Białko BMI-1 może być również fosforylowane w szlaku PI3K/AKT (ang. phosphoinositide 

3-kinase/protein kinase B),  fosforylacja BMI-1 przez AKT w zależności od fosforylowanej 

reszty może odmiennie działać na onkogenne właściwości tego białka. Liu i wsp. (2012) 

(147) wykazali, że fosforylacja BMI-1 przez AKT na Ser316. wpływa na zmniejszenie 

ubikwitynylacji histonu H2A przez kompleks PRC1, co uniemożliwia jego przyłączenie się 

do locus INK4A/ARF. Modyfikacja ta wpływa na zahamowaniu zdolności białka BMI-1 do 

promowania także proliferacji komóreki wzrostu guzów nowotworowych. Ponadto 

fosforylacja ta wpływa na zahamowanie zdolności do samoodnowy hematopoetycznych 

komórek macierzystych oraz progenitorowych (147). Fosforylacja BMI-1 na resztach seryny 

251, 253, 255 w komórkach raka stercza u myszy wpływa na zwiększenie ubikwitynylacji 

H2A przez kompleks PRC1 i wzmacnia onkogenny potencjał tego białka, który jest 
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niezależny od hamowania locus INK4A/ARF (168). Fosforylacja białka BMI-1 w  zależności 

od modyfikowanej reszty może odmiennie wpływać na onkogenne właściwości tego białka. 

2. Rola białka BMI-1 w procesach komórkowych 

2.1. Białko BMI-1 jako regulator cyklu komórkowego 

Istotną rolę w proliferacji komórek odgrywa cykl komórkowy, którego regulacja i progresja 

jest ściśle kontrolowana. Przebieg cyklu jest regulowany za pomocą szlaków komórkowych 

p16INK4a/Rb (ang. protein 16/Retinoblastoma) oraz Arf/p53 (ang. ADP-ribosylation 

factor/protein 53). Wykazano, że szlaki te mogą być regulowane przez białko BMI-1. BMI-1 

regulując obydwa szlaki wpływa na transformację nowotworową, a także sprzyja 

samoodnowie nowotworowych komórek macierzystych (CSC, ang. cancer stem cells) (17, 

230). W wyniku braku ekspresji p16INK4a podczas cyklu komórkowego dochodzi do 

hiperfosforylacji pRB przez kompleks kinaz zależnych od cyklin CDK4 oraz CDK6 (ang. 

cyclin-dependent kinase). Hiperfosforylacja czynnika pRB powoduje, że czynnik ten nie 

wiąże i nie hamuje czynnika transkrypcyjnego E2F, w wyniku czego dochodzi do transkrypcji 

genów zaangażowanych w przejście z fazy G1 do S. Udowodniono, że zahamowanie 

ekspresji BMI-1 wpływa na ekspresję p16INK4a oraz zapobiega wiązaniu CDK4/6 z cykliną D, 

co wpływa na aktywność tej kinazy. p19Arf poprzez wiązanie z ligazą ubikwitynylową MDM2 

(ang. E3 ubiquitin-protein ligase Mdm2) zapobiega degradacji oraz inaktywacji białka 

supresorowego p53. BMI-1 przyłączając się do promotora genu p19Arf wpływa na 

zahamowanie jego ekspresji oraz nagromadzenia czynnika MDM2 wpływającego na 

degradację białka p53, co w rezultacie prowadzi do zahamowania procesu apoptozy oraz 

niekontrolowanej proliferacji komórek (39, 56, 74, 188, 211).   

Nadekspresja BMI1 w linii komórkowej raka piersi MCF-7 oraz raka prostaty DU145, 

u których podwójne pęknięcia indukowano etopozydem, wpływała na obniżenie 

fosfosforylacji Ser1981 oraz Thr68 kinazy CHK2 (ang. checkpoint kinase 2), a także poziomu 

γH2AX oraz aktywację punktu kontrolnego G2/M (242). W komórkach raka jamy nosowo-

gardłowej SUNE-1 i 5–8F wyciszenie BMI-1 i napromieniowanie komórek wpływało na 

akumulację komórek w fazie G1 oraz zatrzymanie cyklu komórkowego w fazie G2/M (263). 
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2.2. Rola BMI-1 w regulacji szlaku kinazy AKT 

Szlak kinazy białkowej AKT odgrywa istotną rolę w regulacji metabolizmu, cyklu 

komórkowego, apoptozy czy transkrypcji genów (111). Kinaza AKT jako serynowo-

treoninowa kinaza jest aktywowana przez różne czynniki wzrostowe oraz insulinę i wpływa 

na proliferację komórek. W niektórych nowotworach często obserwuje się mutacje 

występujące w regulatorach szlaku kinazy AKT. Na wzrost aktywności kinazy AKT mogą 

wpływać onkogenne kinazy tyrozynowe oraz utrata ekspresji negatywnych regulatorów tego 

szlaku, przede wszystkim fosfatazy PTEN (ang. phosphatase and tensin homolog deleted on 

chromosome ten) (122, 147). 

Kinaza AKT aktywowana jest insuliną, cytokinami i czynnikami wzrostu, które przyłączają 

się do receptorów o charakterze kinaz tyrozynowych i wpływają na ich aktywację poprzez ich 

autofosforylację oraz rekrutację do błony komórkowej 3-kinazy fosfatydyloinozytolu (PI3K). 

Kinaza ta wpływa na przekształcenie 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), który rekrutuje do błony kinazę 

PDK1 (ang. phosphoinositide-dependent kinase 1), fosforylującą odpowiednią resztę Thr 

w  domenie kinazowej kinazy AKT. Do pełnej aktywacji kinazy AKT jest niezbędna 

fosforylacja Ser473/4 przede wszystkim przez kinazy PDK1 i mTORC2 (ang. mTOR 

(mammalian target of rapamycin) complex 2) (161). Za defosforylację kinazy AKT 

odpowiada kilka fosfataz, które mogą wpływać na ten proces pośrednio lub bezpośrednio. 

PTEN, INPP4B (ang. inositolpolyphosphate 4-phosphatase type II), INPP5D (ang. 

inositolpolyphosphate 5-phosphatase 1) są fosfatazami, które poprzez defosforylację PIP3 do 

PIP2, wpływają pośrednio na defosforylację AKT. PP2A (ang. Protein phosphatase 2A), 

PHLPP1, PHLPP2 (ang. PH Domain And Leucine Rich Repeat Protein Phosphatase1/2) są 

zaangażowane w bezpośrednią defosforylację kinazy AKT (1, 240). 

Wyniki ostatnich badań sugerują, że istotną rolę w regulacji aktywności kinazy AKT może 

odgrywać białko BMI-1 (131). W większości nowotworów BMI-1 poprzez zahamowanie 

ekspresji PTEN  może wpływać na wzrost fosforylacji kinazy AKT. Song i wsp. (2009) (203) 

wykazali, że w nowotworze jamy gardłowo-nosowej nadekspresja BMI-1 wpływa na wzrost 

aktywności kinazy AKT i przyczynia się w  do przejścia epitelialno-mezenchymanego (EMT, 

ang. epithelial and mesenchymal transition) związanego głównie z utratą ekspresji E-

kadheryny. Białko BMI-1 wchodzące w skład PRC1, przyłączając się do locus PTEN obniża 

jego ekspresję powodując aktywację szlaku PI3K/AKT/GSK-3β (ang. glycogen synthase 

kinase 3 beta), który wpływa na stabilizację czynnika transkrypcyjnego Snail1 (ang. zinc-
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finger transcription factors) poprzez jego fosforylację. W konsekwencji PRC1 wraz ze Snail1 

łączy się z promotorem genu E-kadheryny co skutkuje obniżeniem jej ekspresji oraz prowadzi 

do zwiększenia potencjału inwazyjnego komórek przez obniżenie ich zdolności do adhezji 

(Ryc. 4) (203). Ponadto BMI-1 poprzez aktywację szlaku kinazy AKT wpływa również na 

wzrost ekspresji wimentyny oraz metaloproteinaz 2,7,9,14 (MMP; ang. metaloproteinase) 

w  nowotworach żołądka oraz wzrost ekspresji MMP2, MMP9 oraz VEGF (ang. vascular 

endotelial growth factor) w liniach komórkowych raka wątroby HepG2 oraz MHCC97-H 

poprzez co przyczynia się do wzrostu migracji, inwazji, metastazy komórek i angiogenezy  

(Ryc. 4) (131, 255). W linii komórkowej glejaka U251 wykazano, że wyciszenie ekspresji 

BMI1  znacznie wpływa na obniżenie ekspresji FOXO1 (ang. Forkheadbox protein O1), 

FOXO3a (ang. Forkheadbox class O 3a) i spadek fosforylacji kinazy AKT, w wyniku czego 

dochodzi do spadku migracji i wzrostu apoptozy komórek (112). Wyciszenie ekspresji BMI1  

w linii komórkowej czerniaka A375 wpływało na wzrost ekspresji PTEN i prowadziło do 

spadku fosforylacji AKT oraz NF-κB (Ryc. 4) (ang. nuclear factor kappa-light-chain-

enhancer of activated B cells), a także do obniżenia ekspresji MMP2, co w konsekwencji 

obniżało potencjał komórek do inwazji i migracji (150). 

Cannon i wsp. (2014) wykazali, że BMI-1 poprzez regulację fosforylacji AKT może wpływać 

na modulowanie wrażliwości na insulinę w hepatocytach myszy. Hepatocyty wyizolowane od 

myszy Bmi+/- wykazywały niższy poziom fosforylacji niż hepatocyty wyizolowane od myszy 

Bmi+/+. Jednak po  stymulacji insuliną poziom fosforylacji AKT był znacznie wyższy 

w hepatocytach Bmi+/- niż Bmi+/+, co sugeruje, że potrzeba mniej insuliny do utrzymania 

prawidłowej homeostazy glukozy u heterozygotycznych myszy. Podobną zależność 

zaobserwowano w mięśniach tych myszy (25).  
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Rycina 4. Wpływ BMI-1 na regulację szlaku kinazy AKT (opis w tekście). 

 

2.3.Udział BMI-1 w procesie apoptozy i autofagii komórek 

Apoptoza jako programowana śmierć komórki odgrywa kluczową rolę w kontrolowaniu 

proliferacji wodpowiedzi na uszkodzenia w materiale genetycznym (71). Apoptoza odgrywa 

znaczącą rolę w zachowaniu homeostazy, ponieważ poprzez ten proces zostaje utrzymana 

równowaga między proliferacją, a eliminacją uszkodzonych komórek. Zachwianie tej 

równowagi sprzyja rozwojowi wielu chorób w tym również nowotworom i następuje często 

w wyniku obniżenia ekspresji genu supresorowego TP53. Produkt białkowy tego genu, białko 

p53 pełni rolę „strażnika genomu”, ponieważ wpływa na zahamowanie cyklu komórkowego 

lub indukcję apoptozy w odpowiedzi na uszkodzenia DNA. Wykazano, że białko BMI-1 

może istotnie wpływać na regulację procesu apoptozy w komórkach nowotworowych 

w  sposób zależny od p53 (88, 184). 

Jiao i wsp. (2019) (105) wykazali, że w komórkach raka woreczka żółciowego GBC-SD, 

wyciszenie ekspresji BMI1 ma wpływ na spadek ekspresji cykliny D1 i CDK2 oraz BCL-2 

(ang. B-cell lymphoma 2), a wzrost białka proapoptotycznego BAX (ang. Bcl-2-like protein 4) 

oraz kaspazy 3, co przyczynia się do apoptozy tych komórek (105). Jagani i wsp. (2010) (100) 

wykazali, że w komórkach szpiczaka RPMI-8226 dochodzi do zwiększenia ekspresji 
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proapoptotycznego białka BIM (ang.Bcl-2-like protein 11) po zahamowaniu ekspresji BMI-1. 

Jagini i wsp. (2010) wykazali, że BMI-1 lokalizuje się w miejscu promotorowym BIM, przez 

co może regulować jego ekspresję. Ponadto wyciszenie zarówno BMI1 jak BIM hamowało 

proces apoptozy (100). 

BMI-1 ma istotny wpływ na wrażliwość komórek na promieniowanie jonizujące. Wyciszenie 

ekspresji BMI1 w komórkach raka przełyku ECA109 i TE113 poddanych napromieniowaniu 

promowało proces apoptozy tych komórek poprzez zmniejszenie ekspresji MCL-1 (ang. 

myeloid cell leukemia 1) oraz zwiększenie ekspresji Bax, ale również zmniejszenie  

fosforylacji kinazy AKT (272). Podobną zależność zaobserwowano w przypadku raka jamy 

nosowo-gardłowej, raka piersi, kostniakomięsaka, glejaka (130, 145, 249, 263) 

Wykazano, że BMI-1 może odgrywać kluczową rolę w chemiowrażliwości. Wu i wsp. (2014) 

(252) udowodnili, że wyciszenie ekspresji BMI1 w komórkach szpiczaka RPMI8226 i U266 

wzmacniało indukcję apoptozy po traktowaniu bortezomibem co skutkowało wzrostem 

stosunku Bcl-2/Bax (252). Podobnie, wyciszenie ekspresji BMI1 zarówno w komórkach linii 

raka wątroby SK-HEP-1 i SMMC-7721  traktowanych 5-fluorouracylem, jak i w komórkach 

linii raka piersi MCF-7 traktowanych doksorubicyną wpływało znacząco na aktywację 

procesu apoptozy (247, 251). W raku jajnika wyciszenie ekspresji BMI1 oraz traktowanie 

cisplatyną zwiększało produkcję ROS (ang. reactive oxygen species) oraz indukowało 

apoptozę poprzez zwiększenie ekspresji kaspaz 8 i 9 (229, 247). 

BMI-1 znacząco wpływa na metastazę i progresję raka jajnika poprzez hamowanie ekspresji 

sMEK1 (ang. serine/threonine-protein phosphatase 4 regulatory subunit 3A), który stymuluje 

proces apoptozy poprzez regulację ekspresji białek apoptotycznych lub zaangażowanych 

w  regulację cyklu komórkowego takich jak p21 (ang. protein 21), cyklina D1, p53 czy Bcl-2 

(113). 

Wykazano również, że zastosowanie inhibitorów BMI-1 w komórkach chłoniaka (Z-138, 

JVM-2,Granta-519, MINO, JeKo-1, REC-1, MAVER-1, NCEB-1) lub ostrej białaczki 

szpikowej (MOLM-13, MOLM-14, OCI-AML3, MV4-11, U-937, HL-60) znacznie wpływało 

na aktywację szlaku zewnętrznego apoptozy lub niezależnie od p53 (159, 172). Jeden 

z  inhibitorów BMI-1, PTC-028 (ang. 6-(5,6-difluoro-2-methyl-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)-N-

(4-(trifluoromethyl)phenyl)pyrazin-2-amine) hamując ekspresję BMI-1 poprzez jego 

hiperfosforylację wpływa na spadek ilości ATP (ang.adenosine triphosphate) oraz indukcję 

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) prowadząc do aktywacji kaskady kaspaz. Ponadto, kaspazy również wpływają na 
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spadek ekspresji RIPK1, a RIPK1 na spadek ekspresji NFκB oraz XIAP. Aktywacja tych 

szlaków kieruje komórkę na szlak apoptotyczny (51). Wyciszenie lub zahamowanie ekspresji 

BMI-1 również znacznie wpływa na wzrost procesu apoptozy w komórkach nowotworowych 

przełyku, żołądka, jamy nosowo-gardłowej, krtani, piersi, trzustki okrężnicy i szpiczaka (7, 

69, 204,  237, 261, 263, 274, 284).  

Innym typem śmierci komórki jest autofagia. Proces autofagii polega na degradacji 

wielkocząsteczkowych składników cytoplazmy oraz całych organelli. Podczas autofagii 

fragment cytoplazmy zostaje otoczony przez formującą się podwójną błonę tworzącego się 

pęcherzyka (autofagosomu), który następnie łączy się z lizosomomem i ulega degradacji. 

W  proces autofagii zaangażowane są cztery kompleksy białkowe. W skład pierwszego 

kompleksu wchodzą białkowe kinazy serynowo-treoninowe Atg1/ULK1/2 (ang. autophagy 

related 1/Unc-51 like autophagy activating kinase 1/2), które regulowane są aktywnością 

kinazy mTOR. Drugi kompleks składa się z lipidowych kinaz i pośredniczy w nukleacji 

pęcherzyków. Trzeci i czwarty kompleks to ubikwitynopodobne systemy koniugujące Atg12-

Atg5 (ang. autophagy related 12/5) oraz Atg8-PE (ang. autophagy related 

8/phosphatidylethanolamine), pośredniczące we wzroście pęcherzyków. W procesie autofagii 

uczestniczą również dwa przezbłonowe białka Atg9/mAtg9 (ang. autophagy related 

9/mammalian autophagy related 9) oraz VMP1 (ang. vacuole membrane protein 1), które 

uczestniczą w recyrkulacji białek Atg (182). 

Autofagia  umożliwia utrzymanie wewnątrzkomórkowej homeostazy, a także przeżycie 

komórek w warunkach stresowych. Proces autofagii odgrywa istotną rolę w patogenezie 

licznych chorób, w tym również nowotworów (182). 

Zahamowanie ekspresji BMI-1 w komórkach raka jajnika OVCAR4 i CP20 istotnie stymuluje 

proces autofagii, poprzez formowanie się fagoforów i autofagosomów. Wykazano również, że 

regulacja autofagii przez BMI-1 w tych komórkach jest zależna od obecności ATP. W wyniku 

wyciszenia ekspresji BMI1 w komórkach linii raka endometrium OvCa dochodzi do spadku 

poziomu ATP, który wpływa na utratę potencjału błony mitochondrianej. Depolaryzacja 

błony wpływa na jej dysfunkcję co powoduje akumulację PINK1 (ang. PTEN-induced kinase 

1) oraz PARK2 (ang. parkin RBR E3 ubiquitin protein ligase) i indukcję autofagii 

mitochondriów. Zarówno indukcja autofagii jak i mitoautofagii w komórkach z zahamowaną 

ekspresją BMI1 wpływała na aktywację procesu nekroptozy tych komórek (50).  

Wyciszenie ekspresji BMI1 w komórkach raka piersi MDA-MB-231 wpływało na zwiększoną 

fosforylację białka p38 na Thr180 i Tyr182, a zmniejszoną fosforylację kinazy AKT na 

Ser473 i wpływało na wzrost procesu autofagii komórek. Wyciszenie ekspresji BMI1 w tych 
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komórkach po napromieniowaniu znacznie wzmacniało proces autofagii (73). Zmniejszona 

ekspresja BMI1 w komórkach traktowanych 5-fluorouracylem indukowała również proces 

autofagii poprzez szlak Bcl-2/Beklina-1 oraz akumulację LC3-II (ang. microtubule-associated 

protein light chain 3) (251). 

  

2.4. Wpływ BMI-1 na starzenie się komórek 

Starzenie jest to proces, w którym dochodzi do zatrzymania proliferacji komórek. Uważa się, 

że jest to proces nieodwracalny, bo żaden bodziec fizjologiczny nie stymuluje komórek 

starzejących do ponownego rozpoczęcia cyklu komórkowego. W procesie starzenia 

obserwuje się zmiany w ekspresji genów oraz organizacji chromatyny, co prowadzi do 

zwiększonego wydzielania chemokin, cytokin oraz czynników wzrostu (24). Ponadto, 

starzejące komórki powiększają swoje rozmiary. Obserwuje się u nich wzrost ziarnistości, 

wzrost poziomu lipofuscyny oraz aktywności β-galaktozydazy czy tworzenie się 

heterochromatyny. W starzejących się komórkach dochodzi do zmian w ekspresji białek 

cytoszkieletu przede wszystkim wimentyny, tubuliny czy β-aktyny (6). Wyróżniamy dwa 

typy starzenia komórkowego tj. replikacyjne i przyspieszone. Starzenie replikacyjne związane 

jest ze skracaniem telomerów i wyczerpaniem limitu podziałowego komórek. Starzenie 

przyspieszone jest niezależne od skracania telomerów i może być indukowane stresem 

oksydacyjnym, czynnikami uszkadzającymi DNA oraz onkogenami (19).  

Badania dowodzą, że istotną rolę w ekspresji genów związanych ze starzeniem komórek 

mogą odgrywać mechanizmy epigenetyczne, które wpływają na remodeling struktury 

chromatyny. Jednym z takich czynników jest białko BMI-1. Wykazano, że nadekspresja 

BMI-1 w ludzkich fibroblastach płuc hamuje szlak p16INK4A, co wiąże się z zahamowaniem 

procesu starzenia niezależnego od skracania telomerów (99). Ball i wsp. (2005) w ludzkich 

komórkach serc płodu oraz Jin i wsp. (2017) w komórkach nerki zaobserwowali, że 

jednoczesny spadek ekspresji BMI-1 oraz wzrost p16INK4A świadczył o procesie starzenia tych 

komórek (10, 108). Badania wykazują, że stres oksydacyjny wpływając na szlak BMI-1/ 

p16INK4A odgrywa również istotną rolę w procesie starzenia się komórek macierzystych 

miazgi zęba (163). 

W ludzkich keranocytach nadekspresja Ets-1 (ang. v-ets erythroblastosis virus E26 oncogene 

homolog 1 (avian)) oraz zahamowanie ekspresji BMI-1 wpływało na zwiększoną ekspresję 

p16INK4A i indukowało ich przedwczesne starzenie się (43). Istotną rolę w regulacji 

aktywności BMI-1 odgrywa czynnik transkrypcyjny c-Myc. W multipotencjalnych 
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komórkach macierzystych zaobserwowano, że wiązanie c-Myc do promotora BMI1 ulega 

zmniejszeniu podczas starzenia się tych komórek (110). Aktywność białka BMI-1 jest 

regulowana przez jego modyfikacje potranslacyjne takie jak ubikwitynylacja czy fosforylacja. 

βTrCP jest enzymem zaangażowanym w ubikwitynację białka BMI-1 prowadzącą do jego 

degradacji. Badania sugerują, że regulacja ekspresji BMI-1 przez βTrCP może wpływać 

istotnie na proces starzenia i mieć znaczenie w rozwoju chorób związanych z wiekiem (193). 

Ponadto, sugeruje się, że AKT fosforylując białko BMI-1 ogranicza jego zdolność do 

wiązania do locus p16INK4A i wpływa na indukcję procesu starzenia w warunkach in vivo 

(267).  

W regulację ekspresji BMI-1 mogą być również zaangażowane miRNA. W starzejących 

komórkach obserwuje się wzrost ekspresji niektórych miRNA tj. miR-141, miR-31, miR-495, 

które hamując ekspresję BMI-1 wpływają na szlaki zaangażowane w proces starzenia 

komórek (53, 40, 138).  

Zahamowanie ekspresji BMI-1 w neuronach znacznie wpływa na wzrost ekspresji IL-6 (ang. 

interleukin 6) oraz p53. Zależność ta sugeruje, że niedobór BMI-1 w neuronach zwiększa 

aktywność p53, które wpływa na proces starzenia mózgu, ale również rozwój chorób 

neurodegeneracyjnych (5). 

W mysich embrionalnych fibroblastach jednoczesne zahamowanie ekspresji BMI-1 oraz 

inaktywacja p53 zahamowywało ich przedwczesne starzenie. W modelu mysim C57BL/6, 

analiza Kaplana-Meyera wykazała, że utrata jednego allela Bmi1 skróciła długość życia 

o  35  % (31). Podobne zjawisko zaobserwowali El Hajjar i wsp. (2019), ponadto wiązało się 

ono ze wzrostem zachorowalności tych myszy na choroby neurodegeneracyjne (58). 

Badania na szczurzym modelu sugerują, że D-galaktoza wpływa na hamowanie szlaku 

sygnalizacyjnego Wnt/β-katenina (ang. wingless-type like signaling)  oraz obniżenie ekspresji 

BMI-1 co wzmacniało proces starzenia w korze słuchowej i prowadziło do jej 

neurodegeneracji (256). 

Rozdział 3. Udział białka BMI-1 w procesie nowotworzenia 

3.1. Rola BMI-1 w prawidłowych i nowotworowych komórkach macierzystych 

Ważną rolę w rozwoju nowotworów mogą odgrywać małe populacje komórek mających 

zdolność do samoodnowy i różnicowania. Komórki o takich cechach to nowotworowe 

komórki macierzyste (CSC, ang. cancer stem cells). Komórki te wpływają na różnorodność 

komórek znajdujących się w obrębie guza i przyczyniają się do jego heterogenności. CSC 
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mają zdolność do inicjacji zmian nowotworowych, gdy zostaną przeszczepione do 

organizmów zwierzęcych, wtedy komórki takie określa się jako komórki inicjujące 

nowotwory (TIC, ang. tumor-initiating cells). Nowotworowe komórki macierzyste mają 

zdolność do samoodnowy oraz różnicowania w różne typy komórek, ale wykazują małą 

aktywność proliferacyjną oraz oporność na działanie czynników uszkadzających DNA. 

Charakteryzują się również obecnością markerów powierzchniowych (CD, ang. cluster of 

differentiation), np. CD24, CD29, CD44, CD90 CD133  oraz ekspresją genów 

zaangażowanych w samoodnowę komórek macierzystych Sox2 (ang. sex determining region 

Y), Nanog (ang. Homeobox protein NANOG), Oct4 (ang. octamer-binding transcription factor 

4) i aktywacją szlaków komórkowych Notch, Hedgehog, Wnt. Obecne badania sugerują, że 

CSC oprócz indukcji nowotworów mogą wpływać na ich progresję, metastazę, wznowę oraz 

oporność na leczenie (11, 65, 70, 181, 212). 

Wykazano, że ważną rolę w przeżyciu i samoodnowie prawidłowych i nowotworowych 

komórek macierzystych może odgrywać białko BMI-1. W hematopoetycznych komórkach 

macierzystych (HSC, ang. hematopoetic stem cells) oraz białaczkowych komórkach 

macierzystych (LSC, ang. leukemic stem cells) białko to odgrywa kluczową rolę w regulacji 

ich proliferacji (128). W mysim modelu białaczki Bmi-1 jest niezbędne do utrzymania puli 

nowotworowych komórek macierzystych, a także ich proliferacji. Brak ekspresji Bmi-1 

w  tych komórkach wpływa na utratę przez te komórki zdolności do samoodnowy oraz 

wykazywanie cech różnicowania oraz apoptozy. Ponadto komórki te w przypadku braku 

ekspresji Bmi-1 nie są zdolne do inicjowania białaczki  (128). BMI-1 może również wpływać 

na zdolność do inicjowania nowotworów w przypadku nowotworowych komórek 

macierzystych stercza, piersi, jamy nosowo-gardłowej, krtani, żołądka, wątroby (13, 39, 107, 

142, 155, 157, 243, 264, 284). Mechanizm przez który BMI-1 promuje samoodnowę 

prawidłowych i nowotworowych komórek macierzystych to represja przez to białko locus 

INK4A/ARF i wpływ na szlaki sygnałowe związane z proliferacją, starzeniem oraz apoptozą  

takie jak p16INK4A/Rb oraz  ARF/p53 (39; 74; 166). 

W komórkach macierzystych nowotworu piersi wykazano, ze wyciszenie ekspresji BMI1 

znacznie wpływało na obniżenie ekspresji markera powierzchniowego CD49f oraz 

ograniczało ich zdolność do samoodnowy i klonogenność (206). Badania sugerują również, 

że wzajemna regulacja pomiędzy BMI-1 oraz USP22 (ang. Ubiquitin Specific Peptidase 22) 

ma istotny wpływ na nabywanie cech komórek macierzystych przez komórki glejaka przez 

regulację genów: 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) i ATF3 (ang. cyclic AMP-dependent transcription factor ATF-3) (187). Mimo, że 

BMI-1 może odgrywać istotną rolę w nabywaniu przez komórki nowotworowe cech komórek 

macierzystych, Vora i wsp. (2019) (226) wykazali, że BMI-1 może wpływać na samoodnowę 

i  proliferację nowotworowych neuronalnych komórek macierzystych in vitro, ale nie 

wpływała skutecznie na transformację nowotworową w neuronalnych komórkach 

macierzystych in vivo (226). 

Białko BMI-1 może w nowotworowych komórkach macierzystych wpływać na ich zdolności 

do metastazy, a także chemiooporność. W  nowotworowych komórkach macierzystych 

trzustki BMI-1 hamując ekspresję PTEN i aktywując szlak kinazy białkowej AKT, wpływa na 

ich zdolność do inwazji i metastazy (235). W populacji komórek macierzystych raka wątroby 

wykazujących ekspresję CD133, udowodniono, że nadekspresja BMI-1 w tych komórkach 

promowała przejście epitelialno-mezenchymalne komórek poprzez zmniejszenie ekspresji E-

kadheryny i zwiększenie ekspresji wimentyny, a także wzmacniała potencjał komórek do 

migracji i inwazji (285). W komórkach nowotworowych błony śluzowej trzonu macicy 

wyciszenie ekspresji BMI1 znacznie obniżało zdolność tych komórek do nabywania cech 

komórek macierzystych przez zahamowanie SOX2 i OCT4 (115). 

W komórkach raka głowy i szyi, cisplatyna indukując ekspresję BMI-1 przyczynia się do 

zwiększenia populacji komórek wykazujących cechy komórek macierzystych (35). 

W komórkach raka jajnika wykazano zwiększoną oporność na działanie paklitakselu 

i cisplatyny, a także zwiększenie ekspresji markerów komórek macierzystych, przede 

wszystkim BMI-1, NANOG, NOTCH, OCT4 (281). Znaczne zmniejszenie proliferacji, 

zdolności do tworzenia kolonii, inwazji i migracji oraz wrażliwości na cisplatynę 

zaobserwowano w komórkach raka nosogardła wykazujących ekspresję CD44, u których 

wyciszono ekspresję BMI-1. Brak ekspresji BMI-1 w tych komórkach zwiększało ich 

radiowrażliwość poprzez zatrzymanie cyklu komórkowego w punkcie kontrolnym G2/M, 

hamowało naprawę DNA, wpływało na wzrost ekspresji p16, p14 (ang. protein 14), p53 oraz 

apoptozę tych komórek (263).  

W komórkach macierzystych raka piersi (BCSC, ang. breast cancer stem cells) wykazano, że 

po  zwiększeniu ekspresji miR-494-3p istotnie dochodziło do obniżenia ekspresji BMI-1 co 

wpływało na zahamowanie samoodnowy komórek (34).  Podobny efekt zaobserwowano 

w przypadku miR-218, miR-200a, miR-200b, miR-200c, miR-15a (106, 177, 271). miR-181a 

obniżał ekspresję BMI-1 w macierzystych komórkach glejaka (GSCs, ang. glioblastoma stem-

like cells) a przez to wpływał  na zahamowanie formowania sfer, promował apoptozę oraz 

zmniejszał potencjał rakotwórczy komórek (91). 
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3.2. Zmiany ekspresji BMI-1 w komórkach nowotworowych 

BMI-1 wchodzące w skład kompleksu represyjnego PRC1 odgrywa istotną rolę w wielu 

procesach komórkowych takich jak naprawa DNA, wzrost, proliferacja, starzenie czy 

apoptoza. Zaburzenia w ekspresji i aktywności BMI-1 mogą istotnie wpływać na dysregulację 

tych procesów w komórkach nowotworowych (200). 

Nadekspresja BMI-1 występująca w wielu nowotworach sprzyja wzrostowi i proliferacji 

komórek, ale również wpływa na ich zdolność do metastazy, inwazji, angiogenezy 

i chemiooporności. Jednak w przypadku nowotworu endometrium i płuc raczej spadek 

ekspresji BMI-1 związany jest ze wzrostem inwazyjności tych nowotworów (59, 258). 

BMI-1 jako onkogen wpływa na indukcję transformacji nowotworowej oraz promuje rozwój 

guza w modelach zwierzęcych, lecz współdziałając z innymi czynnikami (26). Udowodniono, 

że Bmi-1 i c-Myc indukują chłoniaka w modelu mysim (86). Badania Hoenerhoff i wsp., 

wykazły, że nadekspresja BMI-1 w nienowotworowych komórkach piersi MCF10A nie 

wywołuje u nich transformacji nowotworowej, lecz koekspresja z H-RAS (ang. Harvey rat 

sarcoma viral oncogene homolog) sprzyja temu procesowi (93). Komórki z koekspresją BMI-

1 i H-RAS mają zwiększoną proliferację oraz oporność na indukcję apoptozy. Ponadto 

komórki te mają zdolność do indukowania nowotworów u myszy. Nowotwory wywodzące się 

z komórek z nadekspesją BMI-1 wykazują zdolność do tworzenia przerzutów do mózgu (93). 

Zmniejszenie ekspresji BMI1 zarówno po użyciu shRNA jak i inhibitora hamuje proliferację 

komórek raka piersi in vitro oraz wzrost guza in vitro w modelu zwierzęcym (206). Podobnie, 

w komórkach raka głowy i szyi zmniejszenie ekspresji BMI1 inhibitorem PTC-209 powoduje 

zahamowanie ich proliferacji, a także zatrzymanie cyklu komórkowego w fazie G1, obniżenie 

potencjału do inwazji i metastazy oraz wzrost apoptozy komórek. Ponadto komórki te były 

wrażliwe na traktowanie cisplatyną. Natomiast podawanie inhibitora BMI-1, PTC-209 (ang. 

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

zmniejszało wzrost guza w  ksenograficznym modelu ludzkiego raka głowy i szyi (236). 

Wzrost ekspresji BMI-1 w raku jajnika wpływa na obniżenie poziomu p16INK4A, a przez to 

wzrost proliferacji komórek oraz zmniejsza szybkość apoptozy tych komórek (4). 

BMI-1 odgrywa istotną rolę w promowaniu procesu angiogenezy nowotworów. W badaniach 

z wykorzystaniem błony kosmówkowo-owodniowej kurzych zarodków (CAM, ang. 

chorioalLatonic membrane) wykazano, że nadekspresja BMI-1 wzmacnia, a wyciszenie 

BMI1 hamuje zdolność komórek glejaka do tworzenia tubul w przeprowadzonym in vitro 
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teście na matrigelu oraz migrację komórek endotelialnych i neowaskularyzację. Podobnie 

nadekspresja BMI-1 indukuje angiogenezęin vitro w  ksenograftach ludzkiego glejaka. 

Sugeruje się, że BMI-1 indukuje angiogenezę poprzez zwiększenie ekspresji czynnika NF-

kappaB, który wpływa na wzrost ekspresji czynnika wzrostu naczyniowo-śródbłonkowego 

VEGF-C (ang. Vascular Endothelial Growth Factor C) (104). 

Oporność na chemioterapię jest jednym z głównych problemów leczenia nowotworów. 

Konsekwencją chemiooporności są przerzuty i nawrót choroby. Istotną rolę w oporności na 

chemioterapię może odgrywać przejście epitelialno- mezenchymalne. Sugeruje się, że 

w komórkach raka języka zmniejszona ekspresja miR-200b oraz miR-15b wpływa na wzrost 

ekspresji BMI1, w wyniku czego dochodzi do wzrostu EMT, które wpływa na 

chemiooporność tych komórek (209). Podobną zależność w przypadku miR-194 oraz BMI-1 

zaobserwowali Dong i wsp. (2011) (54) w przypadku raka endometrium. Zhou i wsp. (2015) 

(288) wykazali, że PODXL (ang. Podocalyxin-like protein 1) zwiększa chemiooporność oraz 

zmniejsza stopień apoptozy po traktowaniu cisplatyną linii komórkowych 

płaskonabłonkowego raka języka poprzez wzrost ekspresji BMI-1. Badania Shahi i wsp. 

(2016) (238) sugerują, że BMI-1 w komórkach glejaka wpływa na podwyższenie ekspresji 

MRP1 (ang. multi-drug resistance protein 1) promując chemiooporność komórek (197). 

W  komórkach płaskonabłonkowego raka przełyku równoczesna inhibicja BMI-1 i Mel18 

wpływała na chemiowrażliwość komórek w większym stopniu niż zahamowanie ekspresji 

BMI-1 poprzez indukcję apoptozy tych komórek (238). 

Wyciszenie ekspresji BMI1 przez shRNA redukowało oporność na chemioterapeutyki 

i zdolność do inwazji komórki raka trzustki. W wyniku zahamowania BMI1 w tych 

komórkach dochodziło do zahamowania szlaku PI3K/AKT, lecz zwiększało zdolność tych 

komórek do tworzenia sferoid w hodowlach in vitro (275). W komórkach raka jamy nosowo-

gardłowej BMI-1 promuje przejście epitelialno-mezenchymalne hamując ekspresję PTEN 

i aktywując szlak PI3K/AKT/GSK-3β oraz stabilizację czynnika transkrypcyjnego SNAIL1.  

Czynnik ten razem z kompleksem PRC1 przyłącza się do promotora genu dla E-kadheryny 

i obniżając jego ekspresję przyczynia się do obniżenia zdolności komórek raka jamy nosowo-

gardłowej do adhezji oraz inwazyjności (203). Nadekspresja BMI-1 w komórkach glejaka 

wpływa na wzrost migracji i inwazji tych komórek poprzez aktywację czynnika NF-ĸB, który 

wpływa na zwiększenie ekspresji genów dla metaloptoteinaz MMP9 i MMP3 (104). 

Wysoka ekspresja BMI-1 koreluje z obniżonym czasem przeżycia u pacjentów chorujących 

na glejaki (130, 158), rdzeniaki (87, 133), raka jamy nosowo-gardłowej (203), raka wątroby 

(57, 131), prostaty (222), jajnika (4, 80), trzustki (204, 235), białaczki (195). 
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Nowotwory piersi  maja skłonność do nawrotów wiele lat po zakończonej terapii. Wyższą 

ekspresję BMI-1 obserwuje się we wczesnych oraz późnych przerzutach raka piersi 

w stosunku do pierwotnych ognisk nowotworu. Bardzo wysoką ekspresję zaobserwowano 

u pacjentek, u których stwierdzono późne nawroty nowotworu (109). W nowotworach 

pęcherza ekspresja BMI-1 jest skorelowana z klasyfikacją guza, nawrotem nowotworu, 

stadium TNM oraz rokowaniem. Pacjenci z nadekspresją BMI-1 wykazywali krótszy czas 

przeżycia niż pacjenci z obniżoną ekspresją BMI-1 (185). Natomiast zmniejszenie ekspresji 

BMI-1 w komórkach raka płuc wpływa na wzrost inwazji i metastazy komórek. Wzrost BMI-

1 zaobserwowano we wczesnym stadium raka płuc, a spadek w późnym stadium nowotworu 

płuc (257). 

 

3.3. BMI-1, potencjalny cel terapii antynowotworowych 

BMI-1 stał się potencjalnym celem terapii przeciwnowotworowych, ponieważ wpływa na 

komórki macierzyste, ma zdolność do indukowania nowotworów u myszy, a także wpływ na 

progresję nowotworów (26). W związku z tym, poszukuje się związków, które mogą istotnie 

wpływać na jego ekspresję. Do takich związków możemy zaliczyć artemizynę, salinomycynę, 

Erismodegib (NVP-LDE-225), inhibitory deacetylaz histonów, 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 związkiem, który jest powszechnie używany w leczeniu malarii, głównie 

szczepów opornych na  leki. Ze względu na swoją hydrofobową strukturę, artemizyna może 

przenikać przez błony komórkowe. Ponadto, związek ten wykazuje aktywność 

przeciwnowotworową, poprzez uwrażliwienie komórek na zastosowane leczenie. Artemizyna 

hamuje również ekspresję BMI-1 na poziomie mRNA i białka, przez co może w przyszłości 

być zastosowana w leczeniu nowotworów, w których obserwuje się nadekspreję BMI-1 (95, 

117, 280). Komórki z wyciszoną ekspresją BMI1  wykazują wyższą wrażliwość na 

artemizynę, czego wynikiem jest nasilenie ekspresji p16 oraz zahamowanie ekspresji CDK4 

i zatrzymanie cyklu komórkowego w fazie G1 (250). 

Salinomycyna to monokarboksylowy antybiotyk polieterowy, który wykazuje aktywność 

antynowotworową w przypadku raka piersi, płuc czy okrężnicy. Aktywność ta wynika, z tego, 

że związek ten wpływa na indukcję apoptozy oraz hamuje proliferację oraz inwazję komórek, 

a także ekspresję markerów komórek macierzystych. Salinomycyna zahamowuje ekspresję 

BMI-1 w komórkach macierzystych raka płaskonabłonkowego głowy i szyi, obniżając 
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zdolność komórek do samoodnowy, a także w warunkach in vitro ich zdolność do tworzenia 

sferoid (123). 

NVP-LDE-225 jest inhibitorem białka smoothened, wchodzącego w skład receptora 

błonowego, który oddziałuje z białkiem Sonic Hedgehog. Nanta i wsp. (2013) (169) wykazali, 

że NVP-LDE-225 w komórkach macierzystych stercza indukował ekspresję miR-128, który 

wpływał na spadek ekspresji BMI-1. 

Ekspresję BMI-1 oraz poziom ubikwitynylacji lizyny 119 histonu H2A w komórkach raka 

piersi oraz ludzkich multipotencjalnych komórek macierzystych mogą również obniżać 

inhibitory deacetylaz histonowych (21, 110). Jedne z najczęściej stosowanych inhibitorów tj. 

maślan sodu i panobinostat zwiększając ekspresję miR-31 w komórkach nowotworu piersi 

prowadzą do spadku ekspresji BMI-1 oraz indukują proces starzenia (40). Inhibitor deacetylaz 

SAHA (ang. Suberoylanilide Hydroxamic Acid) hamując ekspresję BMI-1 wpływa na 

zahamowanie cech komórek macierzystych glejaka (96). 

Na ekspresję białka BMI-1 wpływają również naturalnie występujące związki jak kurkumina, 

eodyna oraz 1,6,7-trihydroksyksanton. Wykazano, że w komórkach raka piersi jednoczesne 

traktowanie kurkuminą i eodyną wpływało na wzrost ekspresji miR-34a, które hamowało 

ekspresję BMI1 oraz BCL2 (83). Podobnie w komórkach raka wątroby 1,6,7-

trihydroksyksanton wpływał na wzrost ekspresji miR-218, który hamował ekspresję BMI1 

(66). 

Istotną rolę w hamowaniu ekspresji BMI-1 odgrywają selektywne niskocząsteczkowe 

inhibitory takie jak PTC-028, PTC-209 czy PTC-596. 

PTC-028 to inhibitor BMI-1, który hamuje ekspresję BMI-1 poprzez jego fosforylację przez 

co wpływa na zmniejszenie ilości ATP w komórkach, zaburza równowagę redoks 

w mitochondriach co nasila apoptozę zależną od kaspaz. W komórkach nowotworowych 

związek ten selektywnie hamuje ich klonalny wzrost, a także żywotność komórek (50). 

W mysim modelu raka jajnika zastosowanie PTC-028 wykazuje aktywność 

przeciwnowotworową porównywalną ze standardową terapia cisplatyną lub paklitakselem 

(50). 

PTC-209 to inhibitor BMI-1, który hamuje jego ekspresję na poziomie translacji poprzez 

przyłączenie się do regionu 3’ UTR mRNA w komórkach linii raka jelita grubego HCT116. 

PTC-209 zmniejsza wzrost komórek jelita grubego oraz eliminuje komórki inicjujące 

nowotwór zarówno w in vitro i in vivo (121). Zastosowanie PTC-209 w raku 

płaskonabłonkowym głowy i szyi powodowało nieodwracalne zatrzymanie progresji tego 

nowotworu (236). PTC-209 w sposób zależny od dawki zmniejsza żywotność komórek linii 
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komórkowej raka błony dróg żółciowych, co w konsekwencji prowadzi do zatrzymania 

proliferacji komórek. Ponadto, zaobserwowano, że mimo zahamowania ekspresji BMI-1 na 

poziomie białka w tej linii dochodziło do wzrostu ekspresji na poziomie mRNA, co może być 

związane z efektem kompensacji (165). 

PTC-597 podobnie jak PTC-028 wpływa na zahamowanie ekspresji białka BMI-1 poprzez 

jego fosforylację. PTC-596 w progenitorowych komórkach ostrej białaczki szpikowej obniżał 

ekspresję MCL-1 oraz indukował apoptozę niezależnie od p53 (172). Podobne rezultaty 

zaobserwowano w liniach komórkowych chłoniaka. Pozytywnie ukończono pierwszą fazę 

badań klinicznych nad PTC-596  u pacjentów z zaawansowanymi guzami litymi 

(NCT02404480). Obecnie związek ten jest w drugiej fazie badań klinicznych (159).  

Inhibitory białka BMI-1 poprzez obniżanie jego ekspresji zarówno w komórkach 

nowotworowych oraz nowotworowych komórkach macierzystych mogą w przyszłości 

w połączeniu z klasycznymi terapiami przeciwnowotworowymi zapewniać lepsze rezultaty 

leczenia (26).  
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Rycina 5. Mechanizmy działania inhibitorów BMI-1. Istnieje kilka terapeutyków, które wpływają pośrednio na ekspresję BMI-1 poprzez regulację 

specyficznych mikroRNA tj. NVP-LDE-225/Erismodegib, inhibitory deacetylaz histonów oraz naturalnie występujące związki (kurkumina, eodyna, 1,6,7 

trihydroksyksantan, salinomycyna, artemizyna). Na bezpośrednie zahamowanie ekspresji BMI-1 poprzez przyłaczenie się do regionu 3’UTR mRNA 

wpływa PTC-209, a PTC-028 i PTC-596 hamują ekspresję BMI-1 oraz poprzez jego defosforylację . 
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4. Cel badań 

Białko BMI-1 może regulować szlak AKT, chociaż mechanizm tej regulacji nie jest 

całkowicie poznany (280). Sugeruje się, że w niektórych typach nowotworów BMI-1 

przyłączając się do regionu promotorowego genu PTEN i hamując jego ekspresję, wpływa na 

aktywację szlaku kinazy AKT, co prowadzi do wzrostu proliferacji komórek 

nowotworowych, a także potencjału migracyjnego i inwazyjnego nowotworów (203, 235). 

Nieznany jest jednak wpływ BMI-1 na szlak AKT w komórkach nie wykazujących ekspresji 

PTEN. Ponadto w przypadku niektórych nowotworów badania kliniczne wykazały, że brak 

lub niska ekspresja BMI-1 jest charakterystyczna dla nowotworów o wyższym stopniu 

zaawansowania. Engelsen i wsp. (2008) (59) wykazali, że niska ekspresja BMI-1 w raku 

endometrium jest skorelowana z utratą receptora estrogenowego, przerzutowaniem oraz wiąże 

się ze złymi rokowaniami dla pacjentek (59). Dane literaturowe odnośnie roli białka BMI-1 

w  regulacji szlaku kinazy AKT w raku endometrium są więc niejednoznaczne. Ponadto dane 

epidemiologiczne wskazują, że otyłość  i zwiększone stężenie insuliny we krwi wynikające 

z  insulinooporności są poważnymi czynnikami ryzyka wielu nowotworów w tym  

nowotworów endometrium. Ostatnie badania sugerują, że białko BMI-1 może mieć istotny 

związek z insulinoopornością i regulacją szlaku insuliny. Cannon i wsp. (2014) (25) 

stwierdzili istnienie negatywnej korelacji pomiędzy poziomem BMI-1 a wrażliwością na 

insulinę w komórkach wątroby myszy (25). Dlatego istotnym wydaje się określenie zależnego 

od stężenia glukozy i insuliny związku pomiędzy BMI-1 a szlakiem kinazy AKT  

w  komórkach nowotworowych.  

W związku z tym głównym celem przeprowadzonych w niniejszej pracy badań było 

określenie roli białka BMI-1 w regulacji szlaku kinazy AKT w warunkach hipo- 

i hiperglikemii w raku endometrium oraz jego wpływu na potencjał migracyjny i inwazyjny 

komórek. W badaniach wykorzystano dwie linie komórkowe raka endometrium (HEC-1A 

oraz Ishikawa) różniące się ekspresją białka PTEN oraz materiał kliniczny obejmujący 

preparaty tkanki prawidłowej endometrium oraz preparaty raka błony śluzowej trzonu 

macicy. 

Cele szczegółowe przeprowadzonych badań obejmowały: 

1) określenie wpływu wyciszenia lub zahamowania ekspresji BMI-1 na fosforylację kinazy 

AKT oraz  ekspresję fosfataz zaangażowanych w regulację jej aktywności (PTEN, PP2A, 

PHLPP1, PHLPP2); 
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2) określenie wpływu stymulacji insuliną na zależną od BMI-1 fosforylację kinazy AKT oraz 

ekspresję genów PTEN i PHLPP1/2 w komórkach raka błony śluzowej macicy w warunkach 

hipo- i hiperglikemii; 

3) określenie wpływu zahamowania ekspresji BMI-1 na żywotnośc i proliferację komórek 

w  warunkach hipo- lub hiperglikemii; 

4) określenie wpływu zahamowania BMI-1 na potencjał migracyjny i inwazyjny komórek 

raka endometrium oraz ekspresję genów zaangażowanych w przejście epitelialno-

mezenchymalne (SNAIL, SLUG, ZEB1, TWIST, CDH1); 

5) analizę porównawcząekspresji BMI-1, PTEN, AKT, PHLPP1, PHLPP2 oraz poziomu 

fosforylacji kinazy AKT w preparatach tkanek prawidłowych i raka błony śluzowej trzonu 

macicy oraz w zależności od parametrów kliniczno-patologicznych; 

7)  analizę korelacji pomiędzy ekspresją BMI-1, PTEN oraz fosforylacją kinazy AKT, a także 

ekspresją genów PHLPP1 oraz PHLPP2 w preparatach raka endometrium. 

 

 5. Materiał 

  5.1. Materiał kliniczny 

Materiał wykorzystany do badań stanowiło 37 preparatów tkanki prawidłowej endometrium 

oraz 93 preparaty raka błony śluzowej trzonu macicy, którego charakterystyka kliniczno- 

patologiczna została przedstawiona w Tabeli 1. Materiał kliniczny pochodził od pacjentek 

przebywających na Oddziale Klinicznym Ginekologii Onkologicznej Szpitala im. M. 

Kopernika w Łodzi. Został on uzyskany dzięki współpracy z prof. dr hab. Andrzejem 

Bieńkiewiczem. 

Badania przeprowadzone w pracy doktorskiej uzyskały pozytywną opinię Komisji ds. 

Bioetyki Badań Naukowych Uniwersytetu Łódzkiego (UCHWAŁA NR18/KBBN-

UŁ/I/2017). 
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Tabela 1. Charakterystyka kliniczno-patologiczna preparatów raka błony śluzowej trzonu 

macicy. 

 
Charakterystyka materiału 

 

 
Liczba przypadków 

 
 

 
37 

 
 

 
93 

 
 
 

I 
II 
III+IV 
 

 
 
 

51 
19 
23 

 
 
 

G1 
G2 
G3 
 

 
 
 

17 
52 
24 

 
 
 

<1/2 
≥1/2 
 

 
 
 

41 
52 

 
 
 

Nie 
Tak 

 
 

 
77 
16 
 

 

5.2. Linie komórkowe raka błony śluzowej raka trzonu macicy 

W badaniach wykorzystano dwie linie raka błony śluzowej trzonu macicy HEC-1A oraz 

Ishikawa. Linię komórkową HEC-1A zakupiono w ATCC (ang. American Type Culture 

Collection), a linię Ishikawa w ECACC (ang. European Collection of Authenticated Cell 

Cultures).  

Tkanka prawidłowa endometrium 

Preparaty nowotworów endometrium 

Stopień zaawansowania wg klasyfikacji FIGO 

Stopień histologicznej złośliwości 

Stopień naciekania mięśniówki 

Zajęcie węzłów chłonnych 
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Charakterystyka linii komórkowych: 

HEC-1A- linia komórkowa, która pochodzi z gruczolakoraka 71-letniej pacjentki 

z  nowotworem o  średniozaawansowanym stopniu histologicznej złośliwości (G2). Linia 

komórkowa HEC-1A w warunkach in vivo formuje dobrze zróżnicowanego gruczolakoraka 

endometrium, który znajduje się w II stopniu zaawansowania klinicznego. Linia ta 

charakteryzuję się również ekspresją czynnika aktywującego płytki krwi (PAF, ang. platelet-

activating factor) oraz ekspresją fosfatazy PTEN. Ekspresja PAF w linii HEC-1A wpływa na 

ekspresję czynnika c-fos. 

Ishikawa- linia komórkowa pochodząca z gruczolakoraka 39-letniej pacjentki. Komórki tej 

linii u atymicznych nagich myszy indukują dobrze zróżnicowanego gruczolakoraka. 

Wykazano, że linia Ishikawa zarówno w hodowli komórkowej i nowotworach indukowanych 

charakteryzuje się ekspresją receptora progesteronowego (PR, ang. progesterone receptor) 

oraz estrogenowego (ER, ang. estrogen receptor). Ponadto, komórki tej linii wytwarzają 

gonadotropinę kosmówkową (CG, ang. chorionic gonadotropin), hormon uwalniający 

kortykotropinę (CRH, ang. corticotropin-releasing hormone) oraz łożyskową fosfatazę 

alkaliczną. Linia ta nie wykazuje ekspresji białka PTEN ze względu na mutację występującą 

w tym genie. 
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6. Metody 

6.1. Hodowla komórek 

Hodowle komórek raka błony śluzowej trzony macicy HEC-1A oraz Ishikawa prowadzono 

w warunkach standardowych (37°C, wilgotności 95%, w atmosferze wzbogaconej w 5% 

CO2) oraz z podłożu DMEM:F12 (Biowest, Francja), które zawierało 2 mM L-glutaminę, 15 

mM HEPES oraz 10% płodowa surowicę bydlęcą (FBS, ang. fetal bovine serum) (Biowest, 

Francja) w przypadku linii komórkowej HEC-1A oraz 5 % FBS w przypadku linii 

komórkowej Ishikawa. Podłoże hodowlane zmieniano w butelkach hodowlanych co 2 dni. 

Komórki obu linii komórkowych pasażowano co 4-5 dni w stosunku 1:8, a trypsynizowano 

przy użyciu roztworu 0,25% trypsyny z 0,02% EDTA (Biowest, Francja). 

W zależności od analizy, komórki wysiewano na 6-, 12-, 24-,lub 96- dołkowe płytki na 24 

godziny przed planowanym eksperymentem. Liczbę komórek wysianych na poszczególne 

płytki hodowlane przedstawia Tabela 2. 

 

Tabela 2. Liczba komórek wysianych na poszczególne płytki hodowlane. 

 
Lp. 

 
Rodzaj zastosowanego 
naczynia hodowlanego 

 
Liczba komórek 

(ilość komórek na dołek) 
 

 
HEC-1A 

 
Ishikawa 

1. Płytka hodowlana 6-dołkowa 400 000 300 000 
2. Płytka hodowlana 12-dołkowa 200 000 150 000 
3. Płytka hodowlana 24-dołkowa 100 000 75 000 
4. Płytka hodowlana 96-dołkowa 8 000 6 000 
 

 

6.2. Zmniejszenie ekspresji BMI-1 metodą interferencji RNA oraz przez zastosowanie 

PTC-209 

Ekspresję genu BMI1 wyciszono przy użyciu Silencer® Select siRNA firmy Ambion® (ID: 

s2016) (U.S.A.). Kontrolę stanowił Silencer® Select Negativ Control #1 siRNA o sekwencji 

niehomologicznej do genów człowieka (Ambion®, U.S.A). 

Transfekcja komórek została przeprowadzona przy użyciu odczynnika LipofectamineTM 

RNAiMAX (InvitrogenTM, U.S.A.) zgodnie z zaleceniami producenta zawartymi w protokole. 

Przygotowano dwie próbki, z których każda zawierało po 100 μl medium Opti-MEM 

(Gibco®, U.S.A.) ze zredukowaną zawartością surowicy. Do pierwszej został dodany 
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odczynnik LipofectamineTM, a do drugiej 30 nM siRNA, a następnie po 5-minutowej 

inkubacji próbówkę zawierającą siRNA przenoszono do próbówki zawierającej odczynnik do 

transfekcji. Całość delikatnie mieszano, inkubowano 15 minut w temperaturze pokojowej, 

a  następnie powstały kompleks dodawano do dołka z komórkami. Komórkom po 24 

godzinach od transfekcji zmieniano podłoże. Efekt interferencji na poziomie mRNA i białka 

w  przypadku obu linii komórkowych badano po 48 h. 

Translacja białka BMI-1 została zahamowana przy użyciu PTC-209 (ang. N-(2,6-dibromo-4-

methoxyphenyl)-4-(2-methylimidazo[1,2-a]pyrimdin-3-yl)-2-thiazolamine). Komórki obu linii 

wysiewano na płytki hodowlane 6-dołkowe w  gęstości podanej w Tabeli 2. We wszystkich 

eksperymentach traktowano komórki PTC-209 w stężeniu 5 M, które wybrano na podstawie 

wcześniejszych badań, wskazujących na najlepszy efekt hamowania ekspresji BMI-1. Efekt 

działania BMI-1 na poziomie mRNA oceniano po 48 godzinach, a na poziomie białka po 48 

lub 72 godzinach. 

 

6.3. Traktowanie komórek 

Komórki HEC-1A oraz Ishikawa wysiewano na 12-dokowe płytki hodowlane o gęstości 

podanej w Tabeli 2, a następnie traktowano PTC-209 (MedChemTronica) w warunkach 

hipoglikemii (0,5 mM glukoza) oraz w warunkach hiperglikemii (30 mM glukoza). Efekt 

zarówno na poziomie mRNA i białka oceniano po 48 godzinach. 

Komórki obu linii komórkowych wysiewano również na płytkę 12-dołkową, a następnego 

dnia na płytach zmieniano medium na medium  bez surowicy o odpowiednim stężeniu 

glukozy 0,5 mM (warunki hipoglikemii) lub 30 mM (warunki hiperglikemii) w obecności lub 

braku inhibitora PTC-209 (5 μM, MedChem Tronica). Po upływie 24 godzin komórki 

stymulowano insuliną w warunkach hipo- lub hiperglikemii, a następnie zbierano po 2, 4, 6, 8 

godzinach od momentu stymulacji insuliną. 

 

6.4. Izolowanie RNA 

Izolację RNA zarówno z tkanek jak i badanych komórek przeprowadzono przy użyciu 

zestawu EXTRACTME TOTAL RNA firmy DNA Gdańsk (Polska).  

Osad komórek zawieszano w 600 μl buforu lizującego RLys, który zawierał 1% 2-

merkaptoetanol. Próbki intensywnie worteksowano, a następnie wirowano przy 

15 000  x  g  przez 2 minuty. Uzyskany supernatant nanoszono na minikolumnę 

homogenizacyjną H znajdującą się w próbówce odbierającej i wirowano przez 2 minuty przy 
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15 000 x g. Otrzymany przesącz mieszano z 600 μl 96 % etanolu, a następnie przenoszono na 

umieszczoną w próbówce odbierającej minikolumnę wiążącą B i wirowano przez 1 minutę 

przy 15 000 x g. Minikolumnę płukano trzykrotnie z wykorzystaniem buforów RW1 i RW2.  

Następnie minikolumny umieszczano .w próbówkach typu Eppendorf o pojemności 1,5 ml   

i  na środek każdej z nich dodawano 20 μl 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 czystości RNA 

Na ocenę czystości wyizolowanego RNA pozwala metoda spektorfotometryczna poprzez 

pomiar absorbancji próbek przy długościach fal 260 nm i 280 nm. Jako wzór czystości 

wyizolowanego RNA uznaje się wartość A260/A280, która mieści się w granicach 1,8-2,0. 

Stężenie RNA poszczególnych prób, określono przy pomocy wartości absorbancji przy 

długości fali 260 nm, przy użyciu następującej zależności: 

c μg/ml = A260 x 40 μg/ml x rozcieńczenie 

wartość 40 μg/ml to stężenie jednoniciowego RNA, które odpowiada absorbancji 

jednostkowej przy długości drogi optycznej wynoszącej 1 cm. 

 

6.6. Reakcja odwrotnej transkrypcji 

Reakcja odwrotnej transkrypcji została wykonana zestawem High Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kit (Applied Biosystems) zgodnie z protokołem zamieszczonym przez 

producenta. 2 μg RNA zawieszano w 10 μl wody wolnej od RNAz i dodawano 2 μl buforu 

reakcyjnego (10x RT Bufor), 2 μl starterów losowych (10x RT Random Primers), 0,8 μl 

deoksyrybonukleotydów dNTP (100 mM), 1 μl odwrotnej transkryptazy (MultiScribe Reverse 

Transcriptase) i 4,2 μl wody wolnej od RNAz. 20 μl 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 łańcuchowa polimerazy z analizą przyrostu ilości produktu w czasie 

rzeczywistym (Real Time PCR) 

Reakcję Real Time PCR przeprowadzono przy pomocy testu TaqMan®Gene Expression 

Assay (Applied Biosystems, U.S.A.), zawierającego komercyjnie dostępne zestawy 

nieznakowanych specyficznych starterów oraz sond TaqMan® MGB znakowanych 

barwnikiem fluorescencyjnym FAMTM. Użyte zestawy przedstawiono w Tabeli 3. 

Mieszanina reakcyjna składała się z 1 μlcDNA, 0,5 μl sond TaqMan®  (20x TaqMan®Gene 

Expression Assays, Applied Biosystems, USA), 3,5 μl wody oraz 5 μl buforu reakcyjnego 

(TaqMan® Universal PCR Master Mix: polimeraza TaqMan®, dNTP, bufor reakcyjny, 

Applied Biosystem, USA). Profil termiczny obejmował wstępną denaturację w temperaturze 

95°C przez 10 minut, oraz 40 cykli obejmujących inkubację w temperaturze 95°C  przez 

15  s, a także inkubację w  temperaturze 60°C przez 1 minutę. 

Ekspresję poszczególnych genów analizowano również przy pomocy reakcji PCR w czasie 

rzeczywistym wykorzystując odpowiednio zaprojektowane startery (Tabela 4). W tym 

przypadku w skład mieszaniny reakcyjnej wchodziło 1 μl cDNA, 2 μl buforu reakcyjnego (5x 

HOT FIREPol®Eva Green®qPCR Mix Plus (ROX)), 0,25 μl startera F (Forward Primer), 0,25 

μl startera R (Reverse Primer), 6,5 μl wody. Profil termiczny obejmował denaturację wstępną 

w  temperaturze 95°C przez 12 minut oraz 40 cykli obejmujących inkubację w temperaturze 

95°C przez 15 sekund, 61 °C  przez 20 sekund i 72 °C przez 20 sekund. 

Reakcję PCR w czasie rzeczywistym  prowadzano w urządzeniu Mastercycler®ep realplex 

(Eppendorf). Wartości cyklu progowego (Ct, ang. Copy treshold) dla poszczególnych próbek 

przeliczano na liczbę kopii mRNA analizowanych genów przypadającą na 1000 kopii mRNA 

genu HPRT1 według następującej zależności: 

 ΔCt = Ct genu badanego – Ct genu referencyjnego  

L = 1000*2-ΔCt 

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

zestawów sond. 

Nazwa genu Sonda TaqMan® 

PP2A Hs00603515_m1 

PHLPP1 Hs01597871_m1 

PHLPP2 Hs00982295_m1 

HPRT1 Hs02800695_m1 

BMI1 Hs00180411_m1 

 

Tabela 4. Nazwy badanych genów wraz z sekwencjami odpowiednio zaprojektowanych 

starterów. 

Nazwa genu Sekwencje starterów 

BMI1  F: AATTAGTTCCAGGGCTTTTCAA 

R: CTTCATCTGCAACCTCTCCTCTAT 

PTEN F: ACAGCCATCATCAAAGAGATCGT 

R: TGCTTTGAATCCAAAAACCTTACTA 

HPRT1 F: CCCTGGCGTCGTGATTAGTG 

R: ACACCCTTTCCAAATCCTCAGC 

PHLPP1 F: AAACCTCACAGCACGGGTAG 

R: AGGCAGGTCCCACATAGGAT 

PHLPP2 F: TCCTGACCTCGGCTGTATGA 

R: GGGTCTTTCCCTTGCGTACA 

SNAIL F: TGTCAACAGTACCACTGCCA 

R: CCGGACTCTTGGTGCTTGTG 

SLUG F: AGAGCATTTGCAGACAGGTCA 

R: CTACACAGCAGCCAGATTCCT 

ZEB1 F:AAAGATGATGAATGCGAGTC 

R: TCCATTTTCATCATGACCAC 

TWIST F: CTAGATGTCATTGTTTCCAGAG 

R: CCCTGTTTCTTTGAATTTGG 

CDH1 F: TACATCTCCCTTCACAGC 

R: ATAGATTCTTGGGTTGGGTC 
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6.8. Otrzymywanie lizatu komórkowego 

Preparaty tkankowe i komórkowe 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 następnie homogenizowano przez 30 s na lodzie za pomocą sonikatora (Vibra Cell 

TM model VCX-130, USA). Po 30 minutowej inkubacji na lodzie, próbki wirowano przy 

5000 obr/min (wirówka SorvallTM model ST16R, USA) przez 5 minut w temperaturze 4°C. 

Uzyskane supernatanty przenoszono do nowych próbówek typy Eppendorf, a następnie 

przechowywano w temperaturze -20 °C. 

 

6.9. Western blotting 

6.9.1. Elektroforeza 

Lizaty komórkowe i tkankowe mieszano w stosunku 2:1 z 0,9 objętościami buforu do 

rozpuszczania próbek (250 mM Tris-HCl pH 6,8, 40% glicerol, 8% SDS, pironina) oraz 0,1 

objętości 2-merkaptoetanolu. Próbki denaturowano przez 5 minut w 100°C, schładzano, 

a  następnie nanoszono na żel. 

Rozdział elektroforetyczny próbek przeprowadzono metodą Laemmliego (1970) w 8% żelu 

poliakrylamidowym (375 mM Tris-HCl o pH 8,8 oraz 20% SDS) w płytkach o wymiarach 

(100 x100 x 2 mm) (125). Próbki zatężono w 3 % żelu zatężającym (125 mM Tris-HCl pH 

6,8 oraz 20% SDS). Elektroforetyczny rozdział próbek przeprowadzono w układzie: 192 mM 

glicyna, 0,1% SDS, 25 mM Tris (pH 8,3). Rozdział elektroforetyczny w żelu zatężającym 

przebiegał przy natężeniu prądu 25mA na pytkę. Po wejściu białek w żel rozdzielający 

zwiększono natężenie prądu do 35 mA na płytkę. Czas rozdziału elektroforetycznego trwał 

około 2 godzin. 

 

6.9.2. Transfer białek na membranę Immobilonu-P 

Zgodnie z metodą Towbina i wsp. (1979) białka, które uległy rozdzieleniu w żelu 

poliakrylamidowym przenoszono elektroforetycznie na membranę Immobilonu-P (o średnicy 

porów 0,45 μm) (219). Elektrotransfer został przeprowadzony w buforze o składzie 192 mM 

glicyna, 20% metanol,  25 mMTris (pH 8,3) w warunkach 4 °C przy stałym napięciu 60 V 

przez około 16 godzin. 

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

w 3% kwasie octowym w temperaturze pokojowej przez 5 minut. Po odpłukaniu nadmiaru 
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barwnika wodą zaobserwowano wyraźne pasma białek, które umożliwiły kontrolę 

elektrotransferu. Pasma białek odbarwiono w roztworze TBST 0,05 M Tris HCl – 0,15M 

NaCl – 0,01% Tween 20, pH 7,5 (TBS-0,01% Tween 20). 

 

6.9.3. Immunodetekcja białek 

Immunodetekcję białek unieruchomionych na membranie Immobilonu-P 

przeprowadzono w następujących etapach: 

1. ograniczenie niespecyficznego wiązania się przeciwciał do membrany Immobilonu-

P poprzez godzinną inkubację w roztworze TBS – 0,03% Tween 20 (0,05 M Tris 

HCl – 0,15M NaCl – 0,03% Tween 20, pH 7,5); 

2. dwugodzinna inkubacja z przeciwciałami drugorzędowymi, rozcieńczonymi 

roztworem TBS - 0,01%–Tween 20; charakterystykę przeciwciał umieszczono 

w  Tabeli 5; 

3. odpłukanie nadmiaru przeciwciał nie związanych z antygenem poprzez trzykrotne 

przepłukanie membrany w 10 ml roztworu TBS – 0,01% Tween 20; każde płukanie 

10 minut; 

4. jednogodzinna inkubacja w temperaturze pokojowej z przeciwciałami 

drugorzędowymi skompleksowanymi z peroksydazą chrzanu w roztworze TBS-

0,01%; charakterystykę przeciwciał umieszczono w Tabeli 5; 

5. odpłukanie nadmiaru przeciwciał nie związanych z antygenem poprzez 

sześciokrotne płukanie w 10 ml buforu TBS-0,01% Tween 20; każde płukanie 

5  minut; 

6. identyfikacja komplesku antygen-przeciwciało, metodą chemiluminescencji przy 

użyciu zestawu SuperSignal™ West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate 

(Thermofisher ScientificTM, Litwa); 

7. utrwalenie chemiluminescencji membrany poprzez zaciemnienie kliszy 

rentgenowskiej. 

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

Litwa) została określona masa cząsteczkowa badanych białek. 
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Tabela 5. Charakterystyka przeciwciał wykorzystanych do immunodetekcji. 

 

L.p Przeciwciała I-rzędowe Miano Przeciwciała II-rzędowe Miano 
 
 
 
1 

anti-BMI-1 (#6964) 
królicze przeciwciała 
monoklonalne klasy IgG 
skierowane przeciwko białku 
BMI-1 

 
 
 
1:1000 

goat anti-rabbit IgG (#7074) 
kozie przeciwciała poliklonalne 
sprzężone z peroksydazą chrzanu 
skierowane przeciwko IgG królika 

 
 
 

1:5000 

Firma: 
Cell Signaling Technology® 

Firma: 
Cell Signaling Technology® 

 
 
2 

anti-PTEN (sc-7974) 
mysie przeciwciała monoklonalne 
klasy IgG skierowane przeciwko 
białku PTEN 

 
 
 

1:1000 

horse anti-mouse IgG (#7076) 
końskie przeciwciała sprzężone 
z peroksydazą chrzanu 
skierowane przeciwko IgG myszy 

 
 
 

1:5000 
Firma: 

Santa Cruz Biotechnology® 
Firma: 

Cell Signaling Technology® 
 
 
3 

anti-AKT (sc-5298) 
mysie przeciwciała monoklonalne 
klasy IgG skierowane przeciwko 
białku AKT 

 
 
 
 

1:1000 

horse anti-mouse IgG (#7076) 
końskie przeciwciała sprzężone 
z peroksydazą chrzanu 
skierowane przeciwko IgG myszy 

 
 
 
 

1:5000 Firma: 
Santa Cruz Biotechnology® 

Firma: 
Cell Signaling Technology® 

 
 
4 

anti-phospho-Akt (Ser473) 
(#9271) 

królicze przeciwciała poliklonalne 
klasy IgG skierowane przeciwko 
białku AKT fosforylowanemu na 
Ser473 

 
 
 
 

1:1000 

 
goat anti-rabbit IgG (#7074) 

kozie przeciwciała poliklonalne 
sprzężone z peroksydazą chrzanu 
skierowane przeciwko IgG królika 

 
 
 
 

1:5000 

 Firma: 
Cell Signaling Technology® 

Firma: 
Cell Signaling Technology® 

 
 
 
5 

 
anti-β-actin (sc-47778) 

mysie przeciwciała monoklonalne 
klasy IgG skierowane przeciwko 
β-aktynie 

 
 
 
 

1:1000 

 
horse anti-mouse IgG (#7076) 

końskie przeciwciała sprzężone 
z peroksydazą chrzanu 
skierowane przeciwko IgG myszy 

 
 
 
 

1:5000 
 Firma: 

Santa Cruz Biotechnology® 
Firma: 

Santa Cruz Biotechnology® 
 

 

 

 

 

 



 

6.10. Analiza ilościowa białka metodą Lowry’ego

Stężenie białka w preparatach tkankowych i komórkowych określono zmodyfikowaną metodą 

Lowry’ego (154). 

Do 5 µl roztworu białka dodano 45 µl wody, a następnie 50 µl 1 M NaOH i inkubowano 

w temperaturze pokojowej przez 20 minut. Trzydzieści minut p

zasadowy roztwór miedzi (2% winian sodowo

Na2CO3 w stosunku 1:1:1000), który następnie dodano po 1 ml do każdej z próbek. Po 10 

minutowej inkubacji dodano rozcieńczonego wodą w stosunku 1:1 o

Ciocalteu’a, a następnie energicznie mieszano. Próbki poddano 30 minutowej inkubacji 

w temperaturze pokojowej, a następnie zmierzono absorbancję w fotokolorymetrze typu 

Speckol 11 (Carl-Zeiss, Jena) przy długości fali 750 nm. Pomiary dla

standaryzowano względem kontroli na odczynniki.

 

Rycina6. Krzywa wzorcowa do oznaczania zawartości białka

 

6.11. Testy na migrację i inwazję

Potencjał komórek HEC-1A oraz Ishikawa do inwazji i migracji po zastosowaniu inhibitora 

PTC-209 oceniono za pomocą odpowiednich testów.Potencjał migracyjny komórek określono 

przy pomocy „wound-healing” oraz testu „T

o  odpowiednich wielkościach porów, w

inserty dodatkowo opłaszczono

Analiza ilościowa białka metodą Lowry’ego 

preparatach tkankowych i komórkowych określono zmodyfikowaną metodą 

µl roztworu białka dodano 45 µl wody, a następnie 50 µl 1 M NaOH i inkubowano 

temperaturze pokojowej przez 20 minut. Trzydzieści minut przed dodaniem sporządzono 

(2% winian sodowo-potasowy, 1% roztwór CuSO

w stosunku 1:1:1000), który następnie dodano po 1 ml do każdej z próbek. Po 10 

minutowej inkubacji dodano rozcieńczonego wodą w stosunku 1:1 odczynnika Folina 

Ciocalteu’a, a następnie energicznie mieszano. Próbki poddano 30 minutowej inkubacji 

temperaturze pokojowej, a następnie zmierzono absorbancję w fotokolorymetrze typu 

Zeiss, Jena) przy długości fali 750 nm. Pomiary dla poszczególnych próbek 

standaryzowano względem kontroli na odczynniki. 

Krzywa wzorcowa do oznaczania zawartości białka.  

. Testy na migrację i inwazję 

1A oraz Ishikawa do inwazji i migracji po zastosowaniu inhibitora 

209 oceniono za pomocą odpowiednich testów.Potencjał migracyjny komórek określono 

healing” oraz testu „Transwell”, w którym wykorzystano inserty 

odpowiednich wielkościach porów, w przypadku oceny potencjału inwazyjnego komórek 

dodatkowo opłaszczono Matrigel®Basement Membrane Matrix (Corning).

49 

preparatach tkankowych i komórkowych określono zmodyfikowaną metodą 

µl roztworu białka dodano 45 µl wody, a następnie 50 µl 1 M NaOH i inkubowano 

rzed dodaniem sporządzono 

potasowy, 1% roztwór CuSO4, 2% roztwór 

w stosunku 1:1:1000), który następnie dodano po 1 ml do każdej z próbek. Po 10 

dczynnika Folina – 

Ciocalteu’a, a następnie energicznie mieszano. Próbki poddano 30 minutowej inkubacji 

temperaturze pokojowej, a następnie zmierzono absorbancję w fotokolorymetrze typu 

poszczególnych próbek 

 

1A oraz Ishikawa do inwazji i migracji po zastosowaniu inhibitora 

209 oceniono za pomocą odpowiednich testów.Potencjał migracyjny komórek określono 

, w którym wykorzystano inserty 

przypadku oceny potencjału inwazyjnego komórek 

Membrane Matrix (Corning). 
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6.11.1 Test „wound-healing” 

Komórki raka błony śluzowej trzonu macicy HEC-1A i Ishikawa wysiewano na płytki 12-

dołkowe o gęstości przedstawionej w Tabeli 2., 24 godziny przed planowanym 

eksperymentem, w celu ich przyklejenia się do powierzchni naczynia hodowlanego. Po tym 

czasie w każdym z dołków płytki hodowlanej wykonano końcówką na 200 µl rysę. Komórki, 

które zostały odklejone podczas wykonywania rysy odpłukano roztworem DPBS (ang. 

Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline; Biowest, Francja). Następnie komórki pozostałe na 

płytce hodowlanej potraktowano 5 µM inhibitorem PTC-209. Komórki nie traktowane 

związkiem stanowiły kontrolę. Potencjał migarcyjny oceniono na podstawie zmierzonej 

wielkości rysy za pomocą podziałki mikroskopu świetlnego (Nikon Eclipse TE200 

microscope with Zeiss CCD video camera AcioCam ERc5s). Pomiaru wielkości rysy 

dokonano po 0, 24 i 48 godzinach.  

 

6.11.2. Test „Transwell-assay” i ocena potencjału inwazyjnego komórek przy pomocy 

Matrigel®Basement Membrane Matrix (Corning) 

Ocenę potencjału migracyjnego przy pomocy „Transwell assay” oraz potencjału inwazyjnego 

przy pomocy Matrigel® Basement Membrane Matrix (Corning) wykonano z zastosowaniem 

insertów wielkości porów 8 μm z membraną z politereftalanu etylenu (PET, ang. 

Polyethyleneterephthalate) (Greiner Bio-One, Niemcy). Komórki potraktowane 5 µM PTC-

209 po 24 godzinach wysiewano w medium bez surowicy, a następnie przenoszono do insertu 

(5 x 104), który umieszczano w dołkach płytki hodowlanej zawierającej medium z surowicą. 

Inserty w przypadku oceny inwazji opłaszczano dodatkowo Matrigel®Basement Membrane 

Matrix (Corning). Jako kontrolę użyto komórek nie traktowanych związkiem. Po 

24  godzinach inkubacji komórki z górnej komory insertu usuwano, a następnie 

przepłukiwano dwukrotnie DPBS (ang. Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline; Biowest, 

Francja). Inserty utrwalano w 4% paraformaldehydzie i barwiono barwnikiem Giemsy. 

W  celu oceny potencjału migracyjnego i inwazyjnego komórki liczono przy użyciu 

mikroskopu świetlnego (Nikon Eclipse TE200 microscope with Zeiss CCD video camera 

Acio Cam ERc5s). 
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6.13. Ocena żywotności i proliferacji komórek testem MTT  

W celu oznaczenia żywotności i proliferacji komórek użyto metody MTT (Bromek 3- (4,5-

dimetylotiazol-2-ilo)-2,5-difenylotetrazoliowy). Komórki wysiewano na płytki 96-dołkowe 

w gęstości odpowiedniej dla danej linii komórkowej. Po 24 godzinach komórki traktowano 

5 µM PTC-209 w warunkach hipoglikemii (0,5 mM glukoza) oraz hiperglikemii (25 mM 

glukoza) i inkubowano przez 48 godzin. Do każdego dołka płytki dodawano po 50 µl 

roztworu soli tetrazolowej (stężenie końcowe 5 mg/ml). Płytkę hodowlaną umieszczono 

w  inkubatorze na 2 godziny. Po zakończeniu inkubacji usuwano medium i dodawano do 

każdego dołka po 100 µl dimetylosulfotlenku w celu rozpuszczenia powstałych kryształów 

formazanu. Po delikatnym wymieszaniu absorbancję roztworu formazanu odczytywano przy 

długości fali λ=590 nm. Od każdej absorbancji odejmowano absorbancję kontroli 

odczynnikowej. Procent żywych komórek wyliczano porównując wartość absorbancji prób 

badanych z wartością absorbancji kontroli (komórki nietraktowane związkami). Absorbancję 

kontroli przyjmowano za 1. 

 

6.14. Immunoprecypitacja chromatyny  

Komórki wysiewano na płytkę 6-dołkową, a następnego dnia traktowano 5 μM PTC-209 

(MedChem Tronica). Po 48 godzinach od traktowania z każdego z dołków usuwano medium 

i przepłukiwano DPBS (Biowest, Francja). Następnie do dołków dodawano 1% formaldehyd 

w DPBS i inkubowano w temperaturze pokojowej przez 14 minut. Po inkubacji do 

mieszaniny dodawano 100 µl 2,5 M glicyny. Mieszaninę usuwano po 4 minutach, a  następnie 

dołki przepłukiwano DPBS. Do komórek dodawano 2 ml buforu lizującego (Lysis Buffer: 10 

mM HEPES, 85 mM KCl, 0.5% Triton X-100, 1 mM PMSF), inkubowano 7 minut, 

przenoszono do nowych próbówek i wirowano 900 rpm przez 2 minuty. Supernatant 

usuwano, a komórki zawieszano w 700 µl buforu do lizowania o dużej zawartości soli (Lysis 

Buffer High Salt: 1x DPBS, 1% Triton X-100, 0.5% deoksycholan sodu, 0.1% SDS, 1 mM 

PMSF), a następnie homogenizowano przez 30 s oraz 10 s na lodzie za pomocą sonikatora 

(Vibra Cell TM model VCX-130, USA). Po sonifikacji komórki wirowano przy 10 000 rpm 

przez 10 minut w temperaturze 4°C, po czym supernatant przenoszono do nowych próbówek 

i oznaczano zawartość białka metodą Lowry’ego w celu ustalenia ilości określonych 

przeciwciał, które mają być dodane. Do nowych próbówek przenoszono 650 µl uzyskanego 

supernatantu, a następnie z tego przenoszono 10 µl do nowych próbówek (INPUT, całkowita 

ilość chromatyny). Do probówek z supernatantem dodawano 25 µl 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 wstępnego. Po inkubacji próbki wirowano przy 5 000 rpm 

przez 5 minut w temperaturze 4°C, a supernatant przenoszono do nowych próbówek. Do 

uzyskanego supernatantu dodawano przeciwciała pierwszorzędowe przeciwko białku BMI-1 

(#6964; Cell Signaling Technology®) oraz kontrolne normal mouse IgG (sc-2025, Santa Cruz 

Biotechnology) i inkubowano na rotorze w 4°C przez całą noc. Następnie do próbek 

dodawano 50 µl kulek agarozowych Protein A/G PLUS-Agarose beads (Santa Cruz 

Biotechnology) i inkubowano na rotorze przez 2 godziny w 4°C. Próbki wirowano przy 

12 000 rpm przez 20 s, usuwano supernatant, a kulki agarozowe Protein A/G PLUS-Agarose 

beads płukano dwukrotnie w 300 µl buforu do lizowania o dużej zarartości soli (Lysis Buffer 

High Salt), przy czym po każdym płukaniu wirowano przy 12 000 rpm przez 20 s. Kulki 

agarozowe Protein A/G PLUS-Agarose beads przemywano czterokrotnie w 300 µl buforze do 

przemywania (Wash Buffer:100 mM Tris (pH 8), 500 mM LiCl, 1% Triton X-100, 

1% deoksycholan) przy czym po każdym przemyciu wirowano przy 12 000 rpm przez 

20  s.  Osady oraz uzyskaną wcześniej całkowitą ilość chromatyny zawieszano w 300 µl 

buforu elucyjnego (Elution Buffer: 1% SDS, 0,1 M NaHCO3). Próbki inkubowano w 67°C 

przez 2 godziny i worteksowano co 15 minut, a następnie wirowano próbki w celu usunięcia 

kulek agarozowych Protein A/G PLUS-Agarose. Supernatant przenoszono do nowych 

próbówek i inkubowano w 67°C przez całą noc. Po inkubacji próbki wirowano przy 10 000 

rpm przez 3 minuty w celu pozbycia się pozostałych kulek agarozowych Protein A/G PLUS-

Agarose beads. Z uzyskanego supernatantu izolowano DNA. Do uzyskanego supernatantu 

dodawano równą objętość mieszaniny fenol: chloroform: alkohol izoamylowy (25:24:1), 

mieszano delikatnie na rotorze przez 5 minut, a następnie wirowano przez 10 minut przy 

10 000 rpm w temperaturze pokojowej. Supernatant przenoszono do nowych próbówek 

i  powtarzano wcześniej wykonany krok. Do uzyskanego supernatantu dodawano równą 

objętość mieszaniny chloroform: alkohol izoamylowy (24:1), mieszano delikatnie na rotorze 

przez 2 minuty, a następnie wirowano 1 minutę przy 10 000 rpm. Supernatant przenoszono do 

nowej próbówki, dodawano 2 objętości 100% etanolu, delikatnie mieszano i inkubowano 

w   20 °C przez całą noc. Po inkubacji próbki wirowano przy 14 000 rpm przez 20 minut. 

Wirowanie w tych warunkach powtarzano po usunięciu supernatantu i dodaniu 1 ml 95 % 

etanolu. Po wirowaniu usuwano supernatant, a uzyskany DNA suszono w temperaturze 

pokojowej, a następnie rozpuszczano w sterylnej wodzie. Preparat zawierający DNA 

przechowywano w temperaturze -20 °C. 
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6.14.1. Ilościowa analiza DNA otrzymanego po immunoprecypitacji chromatyny 

z  zastosowaniem reakcji łańcuchowej polimerazy z analizą przyrostu produktu w czasie 

rzeczywistym 

Real Time PCR pozwala na ilościową analizę DNA uzyskanego na drodze 

immunoprecypitacji chromatyny z zastosowaniem przeciwciał niespecyficznych (kontrola) 

oraz przeciwciał rozpoznających badane białko.  

Reakcję przeprowadzono za pomocą termocykleraMastercycler®ep realplex (Eppendorf), 

w próbówkach zawierających 1 µl DNA oraz 9 µl mieszaniny reakcyjnej o składzie: 6,5 µl 

wody, 0,25 µl startera F i 1 µl startera R (komplementarnych do regionów promotorowych 

badanych genów; Tabela 6) oraz 2 µl buforu reakcyjnego (5x HOT FIREPol ® Eva Green ® 

qPCR Mix Plus (ROX)). Kolejnymi etapami były: denaturacja wstępna w temperaturze 95°C 

przez 12 minut oraz 40 cykli obejmujących inkubację w temperaturze 95°C przez 15  sekund, 

61 °C  przez 20 sekund i 72 °C przez 20 sekund. 

 

 

 

Tabela 6. Charakterystyka starterów stosowanych w analizie ilościowej DNA za pomocą 

Real Time PCR. 

Gen Sekwencja starterów 
 
 

PTEN 

 
F 

 
CGGGCGGTGATGTGGC 

 
R 

 
GCCTCACAGCGGCTCAACTCT 

 
 

PHLPP1 

 
F 

 

AGACGGGGCCAGCGATCCTGTGAA 
 

R 
 
GTCGAGGATACCCAGAAGA 

 
 

PHLPP2 

 
F 

 

ATGTGGTTTCATGTGTTTGTTCTCA 
 

R 
 
CATGGCTTTGTTTTAAAATGGAGTG 

 

Uzyskane wartości ct odpowiednio dla immunoprecypitatów chromatyny oraz prób 

wyjściowej chromatyny posłużyły do obliczenia tzw. procentu wyjściowej ilości chromatyny, 

który pozwala na ocenę różnicy w ilości fragmentów regionów promotorowych badanych 
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genów, które uzyskano w wyniku immunoprecypitacji w poszczególnych próbkach. Do 

obliczeń zastosowano wzór: 

% wyjściowej chromatyny=100*2Δct[znormalizowany ChIP] 

 

Δct [znormalizowany ChiP]= (ct[ChiP]- ct[wyjściowej chromatyny])-Log2 IDF 

 

Gdzie: IDF (ang. Input Dilution Factor) to współczynnik rozcieńczenia wyjściowej 

chromatyny, czyli stosunek frakcji chromatyny przeznaczonej do immunoprecypitacji 

względem frakcji pozostawionej wyjściowej chromatyny pomnożony przez jej rozcieńczenie 

przed rozpoczęciem reakcji Real Time PCR (141). 

 

6.15. Analiza statystyczna 

Wyniki badań opracowano w programie statystycznym GraphPad Prism 5. Analizę 

densytometryczną uzyskanych wyników przeprowadzono w programie Gel Pro 3.0 (Media 

Cybernetics). W przypadku danych klinicznych w celu porównania grup zastosowano test 

U  Manna-Whitneya oraz Kruskala Walisa. Korelacje pomiędzy ekspresjami określono za 

pomocą korelacji Spermana. 

W celu porównania różnic między komórkami nietraktowanymi i traktowanymi użyto 

sparowanego  testu T-Studenta. Jako wartość istotnie statystyczną przyjęto dla p<0,05. 
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7. Wyniki 

7.1. Wpływ wyciszenia ekspresji genu BMI1 w komórkach raka endometrium HEC-1A 

oraz Ishikawa na fosforylację kinazy AKT i ekspresję genów fosfataz zaangażowanych 

w jej regulację 

Zaburzenia szlaku PI3K/AKT są jedną z najlepiej poznanych nieprawidłowości w raku 

endometrium (162). Dane literaturowe sugerują związek pomiędzy BMI-1 a fosforylacją 

kinazy AKT w wielu typach nowotworów (280). 

W związku z tym, oceniono wpływ BMI-1 na fosforylację kinazy AKT oraz ekspresję 

fosfataz zaangażowanych w jej regulację w komórkach raka endometrium HEC-1A oraz 

Ishikawa. W tym celu ekspresję genu BMI1 w badanych liniach komórkowych zmniejszono 

metodą interferencji RNA. Wpływ interferencji BMI1 na fosforylację kinazy AKT oraz 

ekspresję genów fosfataz działających bezpośrednio (PHLPP1, PHLPP2, PP2A) oraz 

pośrednio (PTEN) na aktywność AKT określono za pomocą metody Real Time PCR oraz 

Western Blotting. W przypadku obu linii komórkowych raka endometrium w wyniku 

interferencji BMI1 dochodzi do znacznego spadku ekspresji białka BMI-1 (Ryc.7). Obserwuje 

się również znaczny spadek poziomu fosforylacji kinazy AKT. W komórkach HEC-1A 

z wyciszoną ekspresją BMI1 nie obserwuje się zmian  w ilości białka  PTEN, natomiast 

w  komórkach Ishikawa nie zaobserwowano w ogóle obecności tego białka. 

 

Rycina 7. Wyciszenie  ekspresji BMI1 wpływa na fosforylację kinazy AKT 

Reprezentatywne wyniki analizy immunodetekcji BMI-1, PTEN, AKT oraz fosforylowanej 

na Ser473 formy kinazy AKT w komórkach w linii HEC-1A (A) i Ishikawa (B) 48 godzin po 

traktowaniu 30 nM siBMI-1 oraz siRNA nie wykazującym homologii do genów człowieka 

(kontrola). Na rysunku przedstawiono wyniki z dwóch powtórzeń.  
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Dane literaturowe wskazują, że w przypadku linii komórkowej Ishikawa nie obserwuje się 

ekspresji białka PTEN. Wan i wsp. (2007) (227) wykazali, że linia komórkowa Ishikawa 

posiada dwa warianty transkrypcyje genu PTEN, których ekspresja w tej linii jest wysoka. 

Pierwszy wariant transkrypcyjny posiada delecję w obrębie kodonu 289, a drugi w obrębie 

kodonu 318-319, poprzez którą dochodzi do utworzenia kodonu STOP. W wyniku tej 

z  mutacji  powstaje transkrypt, lecz z tego transkryptu nie powstaje białko PTEN (227). Aby 

to potwierdzić, wykonano imunodetekcję białka PTEN jednocześnie w próbkach lizatów 

z  komórek HEC-1A i Ishikawa. Wynik analizy przedstawia Ryc. 8. 

 

 

 

 

Rycina 8. Wyniki analizy ekspresji białka PTEN w linii komórkowej HEC-1A 

i Ishikawa. Na rysunku przedstawiono wyniki z 5 powtórzeń. 

 

 

W związku z tym, że po wyciszeniu ekspresji BMI1 dochodzi do obniżenia poziomu 

fosforylacji kinazy AKT, określono również wpływ wyciszenia BMI1  na ekspresję genów 

fosfataz zaangażowanych w regulację aktywności kinazy AKT (PP2A, PTEN, PHLPP1, 

PHLPP2) (Ryc. 9). W przypadku obu linii komórkowych, wyciszenie ekspresji BMI1 

znacząco wpływa na obniżenie poziomu  mRNA (Ryc. 9 A, B). W wyniku interferencji BMI1 

obserwuje się wyraźny wzrost ekspresji fosfataz PHLPP1 i PHLPP2. (Ryc. 9 A, B). 
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Rycina 9. Efekt wyciszenia ekspresji BMI-1 na ekspresję genów fosfataz 

zaangażowanych w regulację aktywności kinazy AKT. Względna ekspresja genów PP2A, 

PHLPP1, PHLPP2, PTEN w stosunku  do kontroli 48 godzin po wyciszeniu ekspresji BMI1 

w komórkach linii HEC-1A (A) i Ishikawa (B); *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. Wyniki 

stanowią średnią z trzech powtórzeń. 

7.2. Wpływ zahamowania ekspresji BMI-1 poprzez zastosowanie inhibitora PTC-209 na 

poziom fosforylacji kinazy AKT oraz ekspresję genów fosfataz w komórkach raka 

endometrium 

PTC-209 to niskocząsteczkowy związek, będący jednym z inhibitorów ekspresji 

białka   BMI-1. Wykazano, że w komórkach raka jelita grubego HCT116 i włókniakomięsaka 

HTC1080  związek ten obniża poziom transkryptu genu  BMI1 poprzez przyłączenie się do 

sekwencji UTR mRNA (121). Jednak, w komórkach szpiczaka mnogiego oraz komórkach 

raka dróg żółciowych, PTC-209 hamuje ekspresję BMI-1 na poziomie białka, nie wpływając 

na poziom transkryptu (236). Dane literaturowe wskazują, że inhibitor PTC-209 może mieć 
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potencjalne zastosowanie w terapii nowotworów (208). W związku z potencjałem 

terapeutycznym PTC-209 i faktem, że nie stosowano tego związku w komórkach raka 

endometrium, w pracy doktorskiej określono  wpływ PTC-209 na zahamowanie ekspresji 

BMI-1 i fosforylację AKT w komórkach linii HEC-1A i Ishikawa.  

Uzyskane wyniki wskazują, że zastosowanie PTC-209 istotnie wpływa na wzrost ekspresji 

BMI-1 na poziomie mRNA (Ryc. 10A) oraz spadek na poziomie białka (Ryc. 10B). Wyniki 

te mogą świadczyć o tym, że PTC-209 w komórkach raka endometrium może wpływać na 

zahamowanie translacji białka BMI-1. Wzrost ekspresji na poziomie mRNA przy wyraźnym 

spadeku ilości białka może wskazywać na  efektu kompensacji. W komórkach raka 

endometrium istnieje mechanizm regulujący ekspresję BMI1 zależny od poziomu 

białka  BMI-1. 
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Rycina 10. Zastosowanie PTC-209 wpływa na wzrost poziomu mRNA  oraz spadek 

poziomu białka BMI-1. Względna ekspresja genu BMI1 na poziomie mRNA(A) oraz białka 

(B) w stosunku do kontroli 48 godzin po zastosowaniu PTC-209 w komórkach linii HEC-1A 

i  Ishikawa; **p<0,01, ***p<0,001. 

A A 

B 
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Następnie określono wpływ zahamowania ekspresji BMI-1 przez PTC-209 na ekspresję 

genów fosfataz PTEN, PHLPP1 oraz PHLPP2.Stwierdzono, że w obu typach komórek, PTC-

209 powoduje istotny wzrost ekspresji dwóch fosfataz tj. PHLPP1 i PHLPP2 (Ryc. 11). 

W przypadku linii komórkowej Ishikawa obserwuje się również wzrost ekspresji mRNA 

PTEN  po zastosowaniu PTC-209 (Ryc. 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rycina 11. Zahamowanie ekspresji BMI-1 przez inhibitor PTC-209 wpływa na ekspresję 

genów fosfataz zaangażowanych w regulację aktywności kinazy AKT. Względna 

ekspresja genów PHLPP1, PHLPP2, PTEN w stosunku do kontroli 48 godzin po 

zastosowaniu PTC-209 w komórkach linii HEC-1A  i Ishikawa; *p<0,05, **p<0,01, 

***p<0,001. Wyniki stanowią średnią z trzech powtórzeń. 

 

 

Zastosowanie PTC-209 w obu liniach komórkowych znacząco zmniejsza fosforylację kinazy 

AKT (Ryc. 12). W linii komórkowej Ishikawa po zastosowaniu PTC-209 obserwuje się 

również spadek ekspresji AKT (Ryc. 12). 
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Rysunek 12. Zahamowanie ekspresji BMI-1 przez inhibitor PTC-209 wpływa na 

fosforylację kinazy AKT. Reprezentatywne wyniki analizy immunodetekcji BMI-1, PTEN, 

AKT oraz fosforylowanej na Ser473 formy kinazy AKT w komórkach HEC-1A  i Ishikawa  

72 godziny po traktowaniu komórek PTC-209. 

 

7.3. Określenie lokalizacji białka BMI-1 w regionach promotorowych genów PHLPP1, 

PHLPP2,  PTEN w komórkach raka endometrium 

W związku z tym, że BMI-1 wpływa na zwiększoną ekspresję fosfataz PHLPP1 i PHLPP2, 

przez co może przyczynić się do spadku fosforylacji AKT, określono czy BMI-1 lokalizuje 

się w miejscach promotorowych tych fosfataz. W tym celu zastosowano metodę 

immunoprecypitacji chromatyny, której opis znajduje się w Rozdziale 6.14. Otrzymane 

w wyniku immunoprecypitacji DNA poddano analizie ilościowej przy pomocy Real Time 

PCR. Zastosowane startery był komplementarne do regionów promotorowych  badanych 

genów. 

Wyniki analizy wykazały, że BMI-1 najprawdopodobniej może przyłączać się do regionów 

promotorowych genów PTEN, PHLPP1, PHLPP2 w obu liniach komórkowych, przez co 

może bezpośrednio regulować ich ekspresję. 
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Rycina 13. BMI-1 przyłącza się do regionów promotorowych PTEN, PHLPP1, PHLPP2 

w  obu badanych liniach komórkowych. Po zastosowaniu PTC-209 dochodzi do 

zmniejszenia przyłączania się BMI-1 do miejsc promotrorowych badanych genów. Konrolę 

negatywną stanowiły próbki uzyskane w wyniku immunoprecypitacji chromatyny 

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

 

7.4. Wpływ stężenia glukozy na zależną od BMI-1 fosforylację kinazy AKT oraz 

ekspresję genów fosfataz w komórkach raka endometrium 

Dane literaturowe wskazują, że hiperglikemia ma znaczący wpływ na wzrost agresywności 

nowotworów wątroby, trzustki, piersi czy endometrium (189). Sugeruje się, że może mieć to 

związek ze szlakiem kinazy AKT (153). W związku z tym, określono wpływ zahamowania 

ekspresji BMI-1 na aktywność kinazy AKT oraz ekspresję PTEN, PHLPP1 oraz PHLPP2 

w  warunkach hipo- (0,5 mM glukoza) i hiperglikemii (30 mM glukoza) 

w  komórkach   HEC-1A oraz Ishikawa. 
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W pierwszym etapie oceniono ekspresję genów BMI1, PTEN, PHLPP1 oraz PHLPP2 

w badanych liniach komórkowych w warunkach hipo- i hiperglikemii na poziomie mRNA. 

Wykazano, że ekspresja BMI1, PTEN, PHLPP1 w komórkach  HEC-1A jest znacznie wyższa 

w warunkach hipo- niż hiperglikemii (Ryc. 14). W komórkach Ishikawa jedynie ekspresja 

PHLPP1 była wyższa w warunkach hipo- niż hiperglikemii (Ryc. 14). 
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Rycina14. Wpływ warunków hipo- (0,5 mM glukoza) i hiperglikemii (30 mM glukoza) 

na ekspresję BMI1 genów fosfataz regulujących fosforylację kinazy AKT. Względna 

ekspresja genów BMI1, PTEN, PHLPP1, PHLPP2 w komórkach HEC-1A (A) oraz Ishikawa 

(B)  hodowanych w warunkach hipo- i hiperglikemii; *p<0,05,  **p<0,01; ***p<0,001. 

 

Następnie określono wpływ zahamowania ekspresji BMI-1 przez inhibitor PTC-209 na 

ekspresję PTEN, PHLPP1, PHLPP2 w warunkach hipo- i hiperglikemii. Po zastosowaniu 

inhibitora PTC-209 zaobserwowano spadek ekspresji PHLPP1 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 PHLPP1 oraz 

PHLPP2 (Ryc. 16A). W przypadku linii Ishikawa, zahamowanie ekspresji BMI-1 wpływa na 

wzrost ekspresji PTEN oraz spadek ekspresji PHLPP1 w warunkach hipoglikemii (Ryc. 

16B). W warunkach hiperglikemii obserwuje się wzrost ekspresji PTEN, PHLPP1, PHLPP2 

po zastosowaniu PTC-209 w linii Ishikawa (Ryc. 16B). 
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Rycina16. Efekt zahamowania ekspresji BMI-1 przez inhibitor PTC-209,na ekspresję 

fosfataz zaangażowanych w regulację aktywności kinazy AKT w warunkach hipo-  

i  hiperglikemii. Względna ekspresja genów PTEN, PHLPP1, PHLPP2 w porównaniu 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 stanowią średnią z trzech powtórzeń. 
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PTC-209 efektywnie hamuje ekspresję BMI1 w warunkach hipo- i hiperglikemii w obu 

typach komórek. W linii HEC-1A w warunkach hipoglikemii po zastosowaniu PTC-209 

obserwuje się wzrost ekspresji PTEN oraz spadek poziomu fosforylacji kinazy AKT zarówno 

w warunkach hipo- jak i hiperglikemii.  (Ryc. 17A). 

Po zastosowaniu PTC-209 w linii Ishikawa obserwuje się wyraźny wzrost poziomu 

fosforylowanej kinazy AKT przy jednoczesnym spadku jej ogólnej ekspresji. Spadek 

poziomu fosforylacji AKT po zastosowaniu PTC-209 był obserwowany także w warunkach 

hiperglikemii (Ryc. 17B). 

 

 

Rysunek 17A. Efekt zahamowania ekspresji BMI-1 przez PTC-209, na fosforylację 

kinazy AKT oraz ekspresję AKT oraz PTEN w warunkach hipo- i hiperglikemii. A,B: 

Reprezentatywne wyniki analizy Western blotting przedstawiają ekspresję BMI-1, PTEN, 

AKT oraz fosforylowaną na na Ser473 kinazę AKT w linii HEC-1A (A) i Ishikawa (B) 48 

godziny po traktowaniu komórek inhibitorem BMI-1 w warunkach hipo- i hiperglikemii. 

Liczby pod wynikami immuodetekcji to wartości zintegrowanej gęstości optycznej 

znormalizowane względem β-aktyny. 

 

7.5. Wpływ stymulacji insuliną na ekspresję BMI-1w komórkach HEC-1A oraz 

Ishikawa w warunkach hipo- i hiperglikemii 

 

Ekspresję BMI-1 badano również w komórkach hodowanych w  warunkach hipo- 

i hiperglikemii oraz stymulacji insuliną. W tym celu komórki raka endometrium wysiewano, 
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a następnie hodowano przez 24 godziny w medium bez surowicyw warunkach hipo- (0,5 mM 

glukoza) lub hiperglikemii (30 mM glukoza). Następnego dnia komórki stymulowano 100 nM 

insuliną, po czym komórki zbierano po 2, 4, 6 i 8 godzinach od momentu dodania insuliny. 

W przypadku komórek linii HEC-1A zaobserwowano wyraźny wzrost ekspresji BMI1 po 

6  i 8 godzinach stymulacji inuliną w warunkach hipoglikemii (Ryc. 18A). W przypadku linii 

Ishikawa zaobserwowano spadek ekspresji BMI1 po 8 godzinach stymulacji insuliną 

w warunkach hipoglikemii oraz wzrost ekspresji BMI1 w 2 i 4 godzinie stymulacji insuliną 

(Ryc. 18B). 
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Rycina 18. Wpływ hipo- i hiperglikemii oraz hiperinsulinemii na ekspresję BMI1. 

Względna ekspresja BMI1 w porównaniu do kontroli w warunkach hipo- i hiperglikemii oraz 

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

**p<0,01; ***p<0,001. Wyniki stanowią średnią z trzech powtórzeń. 
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Analiza ekspresji białka BMI-1 metodą Western Blotting wykazała, że  w komórkach  HEC-

1A hodowanych zarówno w warunkach hipo-, jak i hiperglikemii po stymulacji insuliną 

obserwuje się początkowo wzrost, a po czterech godzinach spadek ekspresji BMI-1 (Ryc. 

19A). W linii komórkowej Ishikawa w jedynie w warunkach hiperglikemii obserwuje się 

nieznaczny wzrost ekspresji BMI-1 po stymulacji insuliną utrzymujący się do 8 godzin (Ryc. 

19B). 

 

 

 

Rycina 19. Wpływ hipo-lub hiperglikemii oraz hiperinsulinemii na ekspresję BMI-1. 

Wyniki immunodetekcji białka BMI-1w komórkach HEC-1A (A) oraz Ishikawa (B) 

hodowanych w warunkach hipo- i hiperglikemii po 2, 4, 6 i 8 godzinach stymulacji insuliną; 

K- kontrola, komórki nie stymulowane. Liczby pod wynikami immuodetekcji to wartości 

zintegrowanej gęstości optycznej znormalizowane względem β-aktyny. 

 

7.6. Wpływ stymulacji insuliną na zależną od BMI-1 regulację ekspresji genów fosfataz 

oraz fosforylację kinazy AKT w komórkach HEC-1A oraz Ishikawa 

W związku z tym, że działanie  BMI-1 może mieć związek z insulino opornością oceniono 

wpływ stymulacji insuliną na zależną od BMI-1 regulację ekspresji genów fosfataz PTEN, 

PHLPP1, PHLPP2 oraz ekspresję  białka PTEN i poziom fosforylacji kinazy AKT na Ser473 

w komórkach HEC-1A i Ishikawa. 

W tym celu badane komórki hodowano w warunkach hipo- lub hiperglikemii, a następnie 

inkubowano 24 godziny w medium bez surowicy, bez lub z inhibitorem PTC-209. Po 24 

godzinach komórki stymulowano insuliną (100 nM) przez 2, 4, 6, 8 godzin.  
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W warunkach hipoglikemii w komórkach  HEC-1A po stymulacji insuliną dochodzi do 

spadku ekspresji PTEN. Efekt odwrotny w tych warunkach obserwuje się po zastosowaniu 

inhibitora PTC-209. W warunkach hiperglikemii i stymulacji insuliną wzrost ekspresji PTEN 

obserwuje się jedynie po zastosowaniu inhibitora PTC-209 (Ryc. 20A). 

W przypadku PHLPP1, w warunkach hipoglikemii i stymulacji insuliną spadek jej ekspresji 

następuje znacznie szybciej po zastosowaniu inhibitora PTC-209, a w warunkach 

hiperglikemii jest znacznie większy po zastosowaniu inhibitora PTC-209 (Ryc. 20B). 

Wzrost ekspresji PHLPP2 w warunkach hipoglikemii i stymulacji insuliną utrzymuje się 

znacznie dłużej po zastosowaniu inhibitora PTC-209, a w warunkach hiperglikemii wzrost ten 

następuje szybciej po zastosowaniu inhibitora PTC-209 (Ryc. 20C). 
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Rycina 20. Wpływ insuliny i PTC-209 na ekspresję genów PTEN, PHLPP1 i PHLPP2 

w  komórkach HEC-1A. Względna ekspresja genów PTEN (A), PHLPP1 (B), PHLPP2 (C) 

w komórkach nietraktowanych PTC-209 (bez PTC-209) lub traktowanych 5 µMPTC-209 

i hodowanych w warunkach hipo- lub  hiperglikemii oraz stymulowanych insuliną (przez 2,4, 

6, i 8 godzin); *p<0,05,  **p<0,01; ***p<0,001. Wyniki stanowią średnią z trzech powtórzeń. 

Kontrolę stanowiły komórki nie stymulowane insuliną.  
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W  komórkach Ishikawa zarówno w warunkach hipo- jak i hiperglikemii stymulacja insuliną 

prowadzi do spadku ekspresji mRNA PTEN. Z tym, że w warunkach hipoglikemii spadek 

następuje znacznie szybciej po zastosowaniu inhibitora PTC-209, a w warunkach 

hiperglikemii po zastosowaniu PTC-209 obserwuje się wyraźny wzrostu ekspresji PTEN 

(Ryc. 21A). 

W przypadku PHLPP1 w warunkach hipoglikemii i stymulacji insuliną wzrost następuje 

szybciej po zastosowaniu PTC-209, a w hiperglikemii większy spadek obserwuje się po 

zastosowaniu PTC-209 (Ryc. 21B). Wzrost ekspresji PHLPP2 w warunkach 

hipoglikemiii stymulacji insuliną utrzymuje się dłużej po zastosowaniu PTC-209, 

a w  przypadku hiperglikemii wzrost ten utrzymuje się krócej po zastosowaniu PTC-209 

(Ryc. 21C). 
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Rycina 21. Wpływ insuliny i PTC-209 na ekspresję genów PTEN, PHLPP1 i PHLPP2 

w komórkach Ishikawa. Względna ekspresja genów PTEN (A), PHLPP1 (B), PHLPP2 (C) 

w komórkach nietraktowanych PTC-209 (bez PTC-209) lub traktowanych 5 M PTC-209 

i  hodowanych w warunkach hipo- lub  hiperglikemii oraz stymulowanych insuliną (przez 2,4, 

6, i 8 godzin) *p<0,05,  **p<0,01; ***p<0,001. Wyniki stanowią średnią z trzech powtórzeń. 

Kontrolę stanowiły komórki nie stymulowane insuliną. 
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Następnie oceniono wpływ zahamowania ekspresji  BMI-1 na ekspresję białka PTEN 

i poziom fosforylacji kinazy AKT. Reprezentatywne wyniki immunodetekcji przedstawia 

Ryc. 22, natomiast na Ryc. 23 zamieszczono wyniki analizy  densytometrycznej ekspresji 

PTEN oraz poziomu fosforylacji kinazy AKT. 

W warunkach hipoglikemii i stymulacji insuliną  dochodzi do wyraźnego wzrostu ekspresji 

PTEN w komórkach HEC-1A (Ryc. 22A), natomiast w komórkach ze zmniejszoną ekspresją 

BMI-1 w wyniku zastosowania PTC-209, nie obserwuje się takiego wzrostu (Ryc. 22B). 

W warunkach hipoglikemii w linii HEC-1A w pierwszych sześciu godzinach następuje 

wzrost, a później spadek poziomu fosforylacji kinazy AKT (Ryc. 22A). Po zastosowaniu 

inhibitora PTC-209 w tych warunkach już  po czterech godzinach stymulacji insuliną 

dochodzi do drastycznego spadku poziomu fosforylacji AKT (Ryc. 22B). 

W warunkach hiperglikemii stymulacja insuliną prowadzi do  wzrostu ekspresji PTEN tylko 

w  pierwszych dwóch godzinach. Podczas przedłużonej stymulacji insuliną, następuje  spadek 

ekspresji PTEN i ekspresja tautrzymuje się na poziomie podobnym jak w komórkach 

kontrolnych (Ryc. 22C). W warunkach hiperglikemii obserwuje się spadek poziomu 

fosforylacji AKT zarówno bez, jak i po zastosowaniu inhibitora PTC-209 w linii HEC-1A 

(Ryc. 22D). Wyniki te mogą sugerować, żezahamowanie ekspresji BMI-1 w linii 

komórkowej HEC-1A może wpływać na wrażliwość tych komórek na działanie insuliny 

zarówno w warunkach hipo- jak i hiperglikemii. 

Stymulacja insuliną komórek Ishikawazarówno w warunkach hipo- jak i hiperglikemii 

powoduje wzrost, a  następnie spadek poziomu fosforylacji kinazy AKT (Ryc. 22E, G). 

Z  tym,że wzrost w warunkach hipoglikemii obserwowany jest już po dwóch godzinach, 

a  w  warunkach hiperglikemii po 4.  Zastosowanie PTC-209 powoduje, że wzrost poziomu 

fosforylacji podczas stymulacji insuliną utrzymuje się przez cały czas zarówno w warunkach 

hipo- jak i hiperglikemii (Ryc. 22F, H). Wyniki te mogą mogą sugerować że zahamowanie 

ekspresji BMI-1 wpływa na oporność komórek na działanie insuliny zarówno w warunkach 

hipo- jak i hiperglikemii. 
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Rycina 22. Wpływ obniżonej ekspresji BMI-1 i  stymulacji insuliną na ekspresję 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 insuliną 

w  komórkach  HEC-1A (A-D) oraz Ishikawa (E-H)  nietraktowanych lub traktowanych 

5 µM PTC-209; K- kontrola. 
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Rycina 23. Wyniki analizy densytometrycznej  ekspresji białka PTEN oraz fosforylacji 

AKT w warunkach hipo- i hiperglikemii i stymulacji insuliną oraz bez lub po 

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

żywotność i proliferację komórek raka endometrium 

 

Kreso i wsp. (2014) jako pierwsi scharakteryzowali PTC-209 jako inhibitor Bmi-1 w mysim 

modelu raka jelita grubego. Wykazali, że zastosowanie PTC-209 znacznie obniżało wzrost 

guza nowotworowego u tych myszy, co było spowodowane hamowaniem mitozy komórek, 

a także ich zwiększoną apoptozą (121). 

Dane literaturowe wykazują, że hiperglikemia może istotnie wpływać na powstawanie 

i progresję  nowotworów. U pacjentów z cukrzycą lub hiperglikemią obserwuje się częściej 

rozwój nowotworów czy ich nawrót i przerzuty. Duan i wsp., zaobserwowali zwiększoną 

ekspresję BMI-1 i proliferację komórek raka trzustki pod wpływem wysokiego stężenia 

glukozy (55). W związku z tym określono wpływ zahamowania BMI-1 na żywotność 

i  proliferację komórek raka endometrium HEC-1A oraz Ishikawa w warunkach hipo- 

i hiperglikemii. 

Żywotność  komórek po traktowaniu komórek linii  HEC-1A oraz Ishikawa 

inhibitorem  BMI-1 (0,5 µM, 1 µM, 5 µM PTC-209) w warunkach hipo- (0,5 mM glukoza) 

i  hiperglikemii (30 mM glukoza) oceniono metodą spektrofotometryczną z MTT (Bromek 3- 

(4,5-dimetylotiazol-2-ilo)-2,5-difenylotetrazoliowy). W celu porównania proliferacji 

w  komórkach hodowanych w warunkach różnego stężenia glukozy, określono względną 

żywotność  i proliferację komórek w odniesieniu do komórek kontrolnych (nie traktowanych 

PTC-209) i hodowanych w medium zawierającym 0,5 mM glukozę. Proliferację komórek 

badano po 48 godzinach od traktowania. 

Żywotność komórek HEC-1A i Ishikawa po zahamowaniu ekspresji BMI-1 spada zarówno 

w warunkach hipo- jak i hiperglikemii (Ryc. 24). Żywotność komórek kontrolnych 

w warunkach hiperglikemii jest około dwukrotnie wyższa w porównaniu do komórek 

kontrolnych w warunkach hipoglikemii w obu liniach komórkowych. W przypadku linii 

HEC-1A żywotność po traktowaniu 5 µM PTC-209 znaczniej spada w warunkach 

hipoglikemii (spadek około 76 %) niż w warunkach hiperglikemii (spadek około 66 %) (Ryc. 

24A). Odwrotną zależność zaobserwowano w przypadku linii komórkowej Ishikawa po 

traktowaniu 5 µM PTC-209, gdzie proliferacja komórek w  warunkach hipoglikemii spada 

o  około 53 %, a w warunkach hiperglikemii o około 68 %. Wyniki badań sugerują, że BMI-1 

istotnie wpływa na proliferację komórek raka endometrium (Ryc. 24B). 
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Rycina 24. Wyniki analizy wpływu PTC-209 na żywotnośc w warunkach hipo- 

i  hiperglikemii. Żywotność komórek w porównaniu do kontroli 48  godzin po traktowaniu 

inhibitorem BMI-1 w warunkach hipoglikemii (0,5 mM glukoza) oraz hiperglikemii (30 mM 

glukoza) w linii HEC-1A (A) i Ishikawa (B). Jako punkt odniesienia przyjęto wartość dla 

komórek nietraktowanych PTC-209 i hodowanych w  medium z  0,5 mM glukozą (wartość 

1); *p<0,05,** p<0,01, *p<0.001. Wyniki stanowią średnią z trzech powtórzeń. 
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7.8. Wpływ zahamowania ekspresji BMI-1 na potencjał migracyjny i inwazyjny 

komórek raka endometrium oraz ekspresję genów zaangażowanych w przejście 

epitelialno-mezenchymalne 

BMI-1 odgrywa znaczącą rolę w migracji i inwazji komórek wielu typów nowotworów tj. rak 

piersi, jamz nosowo-gardowej, wątroby. W związku z  tym oceniono wpływ zahamowania 

BMI-1 na migrację i inwazję komórek raka błony śluzowej trzonu macicy. Wpływ inhibitora 

białka BMI-1 na potencjał migracyjny i inwazyjny komórek określono przy użyciu 

odpowiednich testów. Migrację komórek oceniono za pomocą testu „wound-healing” oraz 

„Transwell” przy użyciu odpowiednich insertów. W przypadku oceny inwazji komórek użyto 

inserty, które były dodatkowo opłaszczone Matrigel®Basement Membrane Matrix (Corning).  

Wyniki wykazały, że zarówno w przypadku zastosowania testu „wound-healing” jak 

i „Transwellassay” po zahamowaniu ekspresji BMI-1 dochodzi do zahamowania potencjału 

migracyjnego komórek HEC-1 oraz Ishikawa (Ryc. 25A, B, C). Zaobserwowano również, że 

zastosowanie PTC-209 istotnie wpływa na spadek inwazji w przypadku obu linii 

komórkowych (Ryc. 25D). 
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Rycina 25. Analiza potencjału migracyjnego i inwazyjnego komórek HEC-1A oraz 

Ishikawa po zastosowaniu PTC-209. Wyniki analizy potencjału migracyjnego komórek 

HEC-1A (A) oraz Ishikawa(B) po traktowaniu 5μM PTC-209  z wykorzystaniem testu 

wound-healing” w czasie 0, 24, 48 godz. oraz testu „Transwell assay” (C). Potencjał 

inwazyjny komórek oceniano z wykorzystaniem opłaszczonych Matrigelem insertów  (D); 

*** p<0,001. 
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W wyniku procesu EMT komórki nabłonkowe uzyskują większą zdolność do migracji. Proces 

ten podczas progresji nowotworowej może wpływać na przekształcenie niezłośliwego 

nowotworu w formę inwazyjną. Podczas procesu EMT dochodzi do wzrostu ekspresji kilku 

charakterystycznych markerów dla tego procesu takich jak SNAIL, ZEB1, TWIST, SLUG oraz 

białek zaangażowanych w migrację komórek m.in. wimentyny czy kadheryny N. W wyniku 

procesu EMT  obserwuje się spadek ekspresji białka E-kadheryny kodowanej przez gen 

CDH1 (78).  

W związku z tym, że BMI-1  może w niektórych typach nowotworów wpływać na ekspresję 

markerów epitelialnych, określono wpływ zahamowania BMI-1 na ekspresję markerów 

epiteliano-mezenchymalnych w komórkach HEC-1A oraz Ishikawa. 

Wykazano, że zastosowanie  inhibitora PTC-209 obniża ekspresję SLUG  w linii  HEC-1A 

(Ryc. 26A), a w linii Ishikawa  prowadzi do obniżenia ekspresji SNAIL i  SLUG (Ryc. 26B). 

W przypadku obu linii komórkowych po zastosowaniu PTC-209 zaobserwowano 

wzrostekspresji     CDH1 (Ryc. 26). Uzyskane wyniki świadczą o tym, że BMI-1 może być 

zaangażowane w  przejście epitelialno- mezenchymalne komórek raka endometrium, a co za 

tym idzie w zwiększenie potencjału migracyjnego regulując ekspresję SLUG, SNAIL i CDH1. 
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Rysunek 26. Efekt zahamowania ekspresji BMI-1 na ekspresję genów zaangażowanych 

w przejście epitelialno-mezenchymalne. Względna ekspresja genów SNAIL, SLUG, ZEB1, 

TWIST, CDH1 w porównaniu 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 stanowią średnią 

z  trzech powtórzeń. 



80 
 

7.9. Analiza porównawcza ekspresji białek BMI-1 i PTEN oraz poziomu fosforylowanej 

na Ser473 kinazy AKT w preparatach tkanek prawidłowych i raka błony śluzowej 

trzonu macicy 

W celu dalszego potwierdzenia zależności pomiędzy BMI-1 a elementami szlaku AKT 

w raku endometrium dokonano również analizy ekspresji białek BMI-1, PTEN, AKT 

i poziomu fosforylowanej na serynie 473. formy kinazy AKT w preparatach tkanki 

prawidłowej endometrium oraz nowotworów endometrium metodą Western blotting. 

Ekspresję białek w raku endometrium badano również w zależności  od stopnia 

zaawansowania nowotworu według klasyfikacji FIGO (ang. International Federation of 

Gynecology and Obsterics), stopnia złośliwości histologicznej, oceny stopnia naciekania 

mięśniówki oraz zdolności komórek nowotworowych do przerzutowania do węzłów 

chłonnych.  Charakterystykę preparatów dla poszczególnych przypadków przedstawia Tabela 

1. Reprezentatywne wyniki immunodetekcji zostały przedstawione na Ryc. 27. Otrzymane 

wyniki immunodetekcji białek poddano analizie densytometrycznej w programie Gel Pro 3.0 

(Media Cybernetics). Wyniki przedstawiono jako wartości średnie zintegrowanej gęstości 

optycznej (IOD, ang. Integrated Optical Density). Wartości gęstości optycznych uzyskanych 

dla pasm odpowiadających poszczególnym białkom dzielono przez wartość gęstości 

optycznej uzyskanej dla pasma β-aktyny. Próbkę referncyjną nanoszono podczas każdego 

rozdziału elektroforetycznego w celu normalizacji wyników ekspresji białek na 

immunoblotach. Wyniki przedstawiono w Tabeli 7 jako wartości średnie dla każdej grupy.  

Analiza ekspresji białek w preparatach raka błony śluzowej trzonu macicy wykazała spadek 

ekspresji BMI-1 w nowotworach o wyższym stopniu zaawansowania według klasyfikacji 

FIGO (III+IV) w stosunku do nowotworów o niższym stopniu zaawansowania (I). Niższa 

ekspresję BMI-1 stwierdzono również w nowotworach endometrium wykazujących zdolność 

do przerzutowania do węzłów chłonnych w porównaniu do nowotworów nieprzerzutujących 

(Tabela 7). W przypadku ekspresji PTEN wykazano niższą ekspresję w preparatach 

nowotworowych w porównaniu do preparatów prawidłowych endometrium (Tabela 7). 

Zaobserwowano również wzrost poziomu fosforylacji kinazy AKT w preparatach 

nowotworowych w stosunku do preparatów prawidłowych. Poziom fosforylacji na Ser473 był 

jednak niższyw nowotworach wykazujących przerzuty do węzłów chłonnych w porównaniu 

do nowotworów nieprzerzutujących (Tabela 7). Stwierdzono niższą fosforylację kinazy AKT 

w nowotworach o wyższym stopniu zaawansowania według klasyfikacji FIGO (III+IV) 

w porównaniu do nowotworów o niższym stopniu zaawansowania (I) (Tabela 7). 
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Rycina27. Reprezentatywne wyniki ekspresji BMI-1, PTEN, AKT, oraz 

fosforylacji kinazy AKT w preparatach prawidłowych  (P) oraz nowotworowych 

endometrium (N); R- preparat referencyjny, A- stopień zaawansowania według 

klasyfikacji FIGO, B- stopień histologicznej złośliwości, C- przerzuty do węzłów 

chłonnych.
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Tabela 7. Porównanie ekspresji białek BMI-1, PTEN, AKT oraz poziomu fosforylacji kinazy AKT w preparatach prawidłowych 

i nowotworowych raka błony śluzowej trzonu macicy. 

aI vsIII+IV, II vs III+IV; b I vsIII+IV, II vs III+IV

Parametrykliniczno-

patologiczne 

                      BMI-1 

Średnia±SD         p 

PTEN 

Średnia ±SD           p 

                   AKT 

Średnia ±SD                p 

 pAKT 

Średnia ±SD     p 

pAKT/AKT 

Średnia ±SD          p 

 

Preparaty 

Prawidłowe                                

Nowotworowe 

 

Stopień histologicznej 

złośliwości 

1   

2  

3  

 

Stopień zaawansowania wg 

klasyfikacji FIGO 

I  

II  

III +IV 

 

Stopień naciekania 

mięśniówki 

<1/2 

≥1/2 

 

Zajęciewęzłówchłonnych 

Nie 

Tak 

 

 

 0.832±0.115       0.606 

0.752±0.068 

 

 

 

   1.027±0.190      0.233 

   0.714±0.086     

   0.665±0.131     

 

 

   

0.867±0.104       0.0094a 

0.826±0.133     

0.435±0.072    

 

 

 

0.623±0.078         0.778 

0.549±0.085 

 

 

0.826±0.078         0.005 

0.393±0.083 

 

 

1.229±0.356     < 0.0001 

0.525± 0.105 

 

 

 

0.458±0.092       0.711 

0.628±0.182     

0.352±0.071   

 

 

 

0.594±0.175       0.866 

0.477±0.188     

0.408±0.077     

 

 

 

0,338±0,041       0.772 

0,298±0,034 

 

 

0.552±0.128      0.710                  

0.394±0.107 

 

 

0.629±0.062          0.051 

0.701±0.111 

 

 

 

0.645±0.164         0.661 

0.736±0.176     

0.674±0.187     

 

 

 

0.620±0.105       0.386 

0.781±0.222     

0.496±0.134 

 

 

 

1,712±0,889        0.238 

1,198±1,178 

 

 

0.582±0.087         0.105 

1.274±0.478 

 

 

1.795±0.438      0.093 

4.208±0.974 

 

 

 

4.639±1.085       0.142 

3.511±0.727 

2.129±0.688 

 

 

 

5.465±1.683      0.0015b 

1.845±0.466     

0.771±0.216 

 

 

 

0,235±0,125        0.410 

0,457±0,173 

 

 

4.730±1.158        0.021 

1.695±0.770 

 

 

3.059±0.721      0.0029 

17.43±4.683 

 

 

 

5.775±1.344      0.860 

13.91±3.231 

10.08±3.021 

 

 

 

13.34±2.679      0.073 

7.457±1.806 

5.952±2.112 

 

 

 

22,460±9,797     0.060 

13,450±6,440 

 

 

5.375±1.086       0.015 

2.252 ±0.252 
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7.10. Analiza porównawcza ekspresji genów PTEN, PHLPP1 i PHLPP2 w preparatach 

tkanek prawidłowych i raka błony śluzowej trzonu macicy 

 

Przeprowadzono również analizę ekspresji genów fosfataz zaangażowanych w  regulację 

aktywności kinazy AKT preparatach raka błony śluzowej trzonu macicy. Analizę ekspresji 

fosfataz w  preparatach prawidłowych endometrium i nowotworów endometrium 

przeprowadzono z użyciem metody Real Time PCR. Ekspresję wybranych genów 

w  preparatach nowotworów błony śluzowej trzonu macicy zanalizowano również 

w  zależności od stopnia zaawansowania nowotworu według klasyfikacji FIGO (ang. 

International Federation of Gynecology and Obsterics), stopnia złośliwości histologicznej, 

oceny stopnia naciekania mięśniówki oraz zdolności komórek nowotworowych do 

przerzutowania do węzłów chłonnych. Liczbę pacjentów w  poszczególnych grupach 

przedstawia Tabela 1. Względna ekspresja PTEN, PHLPP1, PHLPP2 została przedstawiona 

jako liczba kopii mRNA badanego genu na 1000 kopii mRNA HPRT1. Wyniki analizy 

ekspresji badanych genów na poziomie mRNA przedstawia Tabela 8. 

Analiza ekspresji wykazała spadek ekspresji PTEN w preparatach o wyższym stopniu 

histologicznej złośliwości (G3) w porównaniu do preparatów o niższym stopniu 

histologicznej złośliwości (G2). Wykazano również niższą ekspresję PTEN  w preparatach 

o wyższym stopniu zaawansowania według klasyfikacji FIGO (II) w  stosunku do preparatów 

o niższym stopniu (I). Ekspresja PHLPP2 była niższa w  preparatach nowotworowych 

w porównaniu z preparatami prawidłowymi endometrium (Tabela 8). 
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Tabela 8. Porównanie ekspresji PTEN, PHLPP1, PHLPP2 w preparatach prawidłowych 

i nowotworowych raka błony śluzowej trzonu macicy. 

 

 

a2 vs3; bI vs II 

Parametrykliniczno-

patologiczne 

PTEN 

Średnia±SD            p 

PHLPP1 

Średnia ±SD           p 

PHLPP2 

Średnia ±SD            p 

 

Preparaty 

Prawidłowe                                

Nowotworowe 

 

Stopień histologicznej 

złośliwości 

1   

2  

3  

 

Stopień 

zaawansowania 

według klasyfikacji 

FIGO 

I  

II  

III +IV 

 

Stopień naciekania 

mięśniówki 

<1/2 

≥1/2 

 

 

Zajęcie węzłów 

chłonnych 

Nie 

Tak 

 

 

8941±1319          0,051 

11681±2557 

 

 

 

7011±1865         0,013a 

12514 ±3106       

3465±843,3         

 

 

 

 

 

7632±1124           0,012b 

2820±645,5 

5458± 1523 

 

 

 

 

6896±1699          0,280 

5057±1056 

 

 

 

11400±2775        0,905 

6554±1949 

 

 

 7279±1257           0,135 

 5803±690,3 

 

 

 

  5946±1392          0,807 

  6198±1005     

  4520±951,3       

 

 

 

 

 

6951±1002        0,091 

  3873±851,7   

  4784±1592   

 

 

 

 

7146±1110           0,069 

4666±831,5     

 

 

 

5862±738,0          0,425 

5474±2003 

 

 

885,0±189,9              0,039 

526,4±76,33 

 

 

 

540,3±186,6             0,509 

538,6±106,3 

478,5±118,5 

 

 

 

 

 

602,4±108,9             0,284 

317,8±62,4 

557,2±213,4 

 

 

 

 

525,4±92,30             0,254 

527,3±118,4 

 

 

 

507,2±77,7               0,950 

633,1±262,2 
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7.11. Analiza korelacji pomiędzy ekspresją BMI-1, PTEN, PHLPP1, PHLPP2 oraz 

fosforylacją kinazy AKT w preparatach tkanek prawidłowych i raka błony śluzowej 

trzonu macicy 

 

Ze względu na występowanie zależności pomiędzy ekspresją BMI-1, fosforylacją AKT oraz 

ekspresją genów kodujących fosfatazy PHLPP w komórkach HEC-1A 

i  Ishikawaprzeprowadzono analizę korelacji pomiędzy poszczególnymi elementami szlaku 

AKT w prepatratach klinicznych. Preparaty nowotworowe endometrium podzielono na dwie 

grupy ze względu na występowanie PTEN (PTEN+) lub brak jego ekspresji (PTEN-) oraz ze 

względu na zajęcie (+) lub brak (-) zajęcia węzłów chłonnych. Współczynnik korelacji rang 

Spearmana wykorzystano w celu określenia siły i kierunku korelacji. 

Analiza korelacji nie wykazała zależności pomiędzy BMI-1 a PTEN. Wykazano natomiast 

dodatnią korelację pomiędzy BMI-1 a poziomem fosforylacji kinazy AKT  zarówno 

w preparatach prawidłowych, jak i nowotworowych błony śluzowej endometrium. Ujemną 

korelację pomiędzy PTEN, a fosforylacją kinazy AKT zaobserwowano jedynie w preparatach 

nowotworowych w pierwszym stopniu zaawansowania według klasyfikacji FIGO oraz 

preparatach nie wykazujących przerzutów do węzłów chłonnych. Odwrotną zależność 

pomiędzy BMI-1 a PHLPP1 i PHLPP2 stwierdzono w preparatach prawidłowych oraz 

w  preparatach nowotworowych wykazujących ekspresję PTEN (Tabela 9). Wyniki badań 

sugerują, że BMI-1 ma związek z ekspresją izoform PHLPP w komórkach raka endometrium, 

ale głównie w komórkach wykazujących ekspresję PTEN. 
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Tabela 9. Analiza korelacji pomiędzy  BMI-1, PTEN, pAKT i PHLPP1/2. 

 

 

 

 

 

 

 

Paramerty BMI-1/PTEN 

Spearman r       p 

BMI-1/pAKT 

Spearman r       p 

PTEN/pAKT 

Spearman r        p 

BMI-1/PHLPP1 

Spearman r        p 

BMI-1/PHLPP2 

Spearman r        p 

 

Prawidłowe                                          

Nowotworowe 

Nowotworowe PTEN+ 

Nowotworowe PTEN- 

 

Stadium wg FIGO  I 

Stadium wg FIGO II-IV 

 

Zajęcie węzłów chłonnych- 

Zajęcie węzłów chłonnych + 

 

 0.129            0.473 

-0.165           0.152 

 -0.237           0.117 

-                           - 

 

-0.092            0.559 

-0.255            0.145 

 

-0.173            0.176 

 

-0.200            0.493 

 

   0.598        0.0002 

  0.559      < 0.0001 

  0.580      < 0.0001 

  0.440         0.0021 

 

  0.623      < 0.0001 

  0.437          0.0097 

 

0.506        <0.0001 

 

0.665           0.0093 

 

-0.018              0.919 

-0.370              0.001 

-0.291              0.052 

 -                  - 

 

-0.403              0.008 

-0.296              0.089 

 

-0.384             0.002 

 

-0.481              0.081 

 

  -0.622          <0.001 

 -0.098             0.413 

 -0.339             0.023 

 -0.146             0.442 

 

 -0.230             0.146 

  0.002             0.991 

 

 -0.206             0.114 

 

 0.273              0.391 

 

 -0.556           <0.001 

 -0.089             0.452 

 -0.396             0.007 

 -0.034             0.856 

 

 -0.155             0.337 

 -0.038             0.837 

 

 -0.137             0.294 

 

 0.111              0.729 
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8. Dyskusja 

Ważnym przekaźnikiem sygnału w komórkach jest serynowo-treoninowakinaza AKT, która 

wpływa na regulację proliferacji i metabolizmu komórek. Kinaza AKT jest aktywowana 

w  wyniku stymulacji komórek cytokinami, czynnikami wzrostu czy insuliną. Czynniki te 

aktywują receptory o aktywności kinaz tyrozynowych, co przyczynia się do rekrutacji do 

błony komórkowej 3-kinazy fosfatydyloinoyztolu (PI3K, ang. phosphoinositide 3-kinase), 

która przekształca 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 

fosforylację na Thr308 oraz Ser472 lub 473 w zależności od rodzaju izoformy AKT. 

Negatywnymi regulatorami kinazy AKT są fosfatazy, które w sposób pośredni lub 

bezpośredni regulują jej aktywność. Fosfataza PTEN wpływa na defosforylację PIP3 do PIP2, 

przez co dochodzi do zahamowania aktywności kinazy AKT (20). Fosfatazami, które 

wpływają na bezpośrednią defosforylację kinazy AKT są fosfatazy  PP2A i PHLPP.  

Komórki nowotworowe często wykazują wzrost aktywności kinazy AKT, co przyczynia się 

do proliferacji komórek oraz progresji nowotworów poprzez hamowanie apoptozy i regulację 

zdolności komórek nowotworowych do migracji i inwazji (122). Zwiększona aktywność 

szlaku PI3K/AKT stwierdzona w wielu ludzkich nowotworach może być wynikiem 

nadekspresji receptorów o aktywności kinaz tyrozynowych, utraty katalitycznej funkcji 

PTEN, a także amplifikacji lub mutacji w genach PI3K lub AKT. Zaburzenia w szlaku 

PI3K/AKT są jedną z najlepiej poznanych nieprawidłowości w raku endometrium (162). 

Sugeruje się, że niska ekspresja PTEN, negatywnego regulatora szlaku AKT, może być 

zaangażowana w powstawanie i rozwój raka endometrium (62). 

Zwiększoną ekspresję białka BMI-1 obserwuje się w wielu typach ludzkich nowotworów, 

w  tym raku płuc, raku jajnika czy ostrej białaczce szpikowej. Zarówno badania in vivo, jak 

i  in vitro potwierdzają, że białko BMI-1 jest zaangażowane w proces inicjacji 

nowotworzenia, ale także inwazji, metastazy oraz oporności na leczenie (102, 280). Wyniki 

badań Song i wsp. (2009) (203) sugerują, że białko BMI-1 może odgrywać znaczącą rolę 

w  regulacji aktywności kinazy AKT w raku jamy nosowo-gardłowej poprzez przyłączenie się 

do promotora genu PTEN w wyniku czego, dochodzi do zahamowania jego ekspresji 

i  wzrostu aktywności kinazy AKT (203).   
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Pomimo tego, że zaburzenia szlaku kinazy AKT są dość powszechne w przypadku 

nowotworów endometrium, rola białka BMI-1 w regulacji aktywności AKT w komórkach 

raka  endometrium nie jest znana. Ponadto, chociaż w niektórych typach komórek, np. 

komórkach macierzystych raka trzustki negatywna regulacja PTEN przez BMI-1 jest główną 

przyczyną aktywacji szlaku AKT (235), nieznany jest wpływ  BMI-1 na szlak AKT 

w  komórkach nie wykazujących ekspresji PTEN. 

W związku z tym w ramach przedstawionej pracy doktorskiej przeprowadzono badania 

mające na celu określenie udziału białka BMI-1 w regulacji fosforylacji AKT w komórkach 

raka endometrium HEC-1A i Ishikawa, różniących się ekspresją PTEN. W komórkach 

Ishikawa nie obserwuje się ekspresji białka PTEN (Ryc. 8). Wan i wsp. (2007) wykazali, że 

ekspresja PTEN  w linii komórkowej na poziomie transkryptu jest wysoka, ale z powodu 

mutacji dochodzi do utworzenia kodonu STOP i zahamowania translacji białka (227). 

W komórkach HEC-1A i Ishikawa wyciszano ekspresję BMI-1 stosując metodę interferencji 

RNA lub hamując ekspresję białka BMI-1 związkiem PTC-209 (Ryc. 7, 9, 10). Uzyskane 

wyniki wykazały, że wyciszenie BMI1 metodą interferencji RNA wpływa na obniżenie 

poziomu zarówno transkryptu jak i białka (Ryc. 7). Zastosowanie  PTC-209, hamuje proces 

translacji i obniżenie  ekspresji obserwujemy jedynie na poziomie białka (Ryc. 10). PTC-209 

wpływa na wzrost ekspresji BMI1  na poziomie mRNA, co może świadczyć o istnieniu 

mechanizmu ścisłej regulacji ekspresji tego genu. Spadek ekspresji białka może stanowić 

sygnał, do uruchomienia przez komórkę  mechanizmu wpływającego na aktywację 

transkrypcji. Podobny efekt po zastosowaniu PTC-209 zaobserwowali Mayr i wsp. (2016) 

w  komórkach raka dróg żółciowych (165). Uzyskane wyniki sugerują, że zastosowanie PTC-

209 jest równie skuteczne w obniżaniu ilości białka BMI-1 jak interferencja.  

W wyniku zmniejszenia poziomu BMI-1 po zastosowaniu obu metod dochodzi do wyraźnego 

wzrostu ekspresji genów fosfataz PHLPP1 i PHLPP2 w komórkach raka endometrium (Ryc. 

9, 11). W literaturze biochemicznej do tej pory nie było doniesień wiążących BMI-1 

z ekspresją fosfataz PHLPP1 i 2, dla których mechanizm regulacji ekspresji nie jest znany. 

W  przypadku wyciszenia i zahamowania ekspresji BMI-1 dochodzi również do spadku 

poziomu fosforylacji AKT zarówno w komórkach HEC-1A jak i Ishikawa (Ryc. 7, 12), co 

sugeruje że BMI-1 może wpływać na fosforylację kinazy AKT nie tylko poprzez regulację 

PTEN, ale również genów fosfataz PHLPP. Molin i wsp.(2011) (167), badając rolę PTEN 

i  PHLPP w komórkach glejaka stwierdzili, że zahamowanie ekspresji  obu fosfatz  bardzo 

wyraźnie wpływało na wzrost aktywności kinazy AKT natomiast zahamowanie jedynie 

PTEN czy PHLPP nie powodowało takiego efektu (167). Jednak w komórkach nie 
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wykazujących w  ogóle ekspresji PTEN rola PHLPP1 była bardziej wyraźna i utrata tej 

fosfatazy zdecydowanie wpływała na wzrost fosforylacji AKT. Zatem wydaje się, ze 

w  komórkach raka endometrium nie wykazujących ekspresji białka PTEN, te fosfatazy mogą 

odgrywać szczególną rolę w regulacji aktywności AKT. 

Aby stwierdzić czy wpływ BMI-1 na poziom PHLPP wynika bezpośrednio z regulacji 

transkrypcji genów fosfataz PHLPP określono czy BMI-1 lokalizuje się w ich miejscach 

promotorowych do czego wykorzystano metodę immunoprecypitacji chromatyny. Analiza 

wykazała, że BMI- 1 w obu liniach komórkowych może przyłączać się do regionów 

promotorowych PHLPP1 oraz PHLPP2 i prawdopodobnie bezpośrednio wpływać na 

regulację ich ekspresji (Ryc. 13). 

 Badania epidemiologiczne wykazują, że otyłość, hiperglikemia i hiperinsulinemia są 

istotnymi czynnikami ryzyka występowania nowotworów piersi i endometrium (210). 

Insulinooporność jest charakterystyczną cechą zespołu metabolicznego, którego 

występowanie jest związane z nowotworami o większym stopniu zaawansowania i gorszymi 

rokowaniami wśród pacjentek z rakiem piersi i endometrium (171). Wykazano, że 

insulinooporność koreluje ze stopniem zaawansowania raka błony śluzowej trzonu macicy  

według klasyfikacji FIGO, a także z obecnością przerzutów (15). 

Szlak insulina/IGF-1 jest czynnikiem łączącym zespół metaboliczny z procesem 

nowotworzenia (23). Insulina wiąże się z receptorami o aktywności kinaz tyrozynowych, 

głównie w hepatocytach, adipocytach i komórkach mięśniowych. Jednak wysoką ekspresję 

receptora insulinowego obserwuje się również w tkankach macicy i piersi (64, 192). Insulina 

i  IGF-1 są zaangażowane w regulację przede wszystkim wzrostu, proliferacji, metabolizmu 

glukozy, różnicowania oraz apoptozy komórek (23). Insulina i IGF-1 stymulują receptor 

o  aktywności kinazy tyrozynowej, który może aktywować szlak kinazy AKT. 

Stwierdzono, że mutacje w genie PTEN, prowadzące do spadku lub braku ekspresji białka 

PTEN wpływają na wzrost wrażliwości na insulinę w komórkach tłuszczowych 

i  mięśniowych oraz komórek beta wysp trzustkowych (33, 120). Zatem zwiększona ekspresja 

PTEN negatywnie wpływa na wrażliwość na insulinę i może prowadzić do insulinooporności 

(139). Wynikający z tego wysoki poziom insuliny we krwi może z kolei wpływać na 

stymulację receptora insulinowego w innych tkankach, w tym np. endometrium (127). 

Zmiany w ekspresji PHLPP są również obserwowane w mięśniach szkieletowych i  tkance 

tłuszczowej u osób cierpiących na cukrzycę (3, 44). Sugeruje się, że insulina wpływa na 

zahamowanie ekspresji PHLPP, przez co zwiększona jest aktywność AKT. Potwierdziły to 

badania Caricilli i wsp. (2012) którzy wykazali, że zwiększona ekspresja PHLPP1 u otyłych 
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myszy prowadziła do zmniejszonej wrażliwości na insulinę (27). Ponadto, Xiong i wsp. 

(2017) wykazali, że zahamowanie ekspresji PHLPP zwiększyło tempo metabolizmu glukozy 

oraz zwiększało produkcję mleczanu w komórkach raka jelita grubego SW480, DLD1, 

Caco2. Wykazano, że fosfatazy PHLPP wpływają na glikolizę w raku jelita grubego poprzez 

regulację fosforylacji kinazy AKT oraz kinazy HK2 (259). 

Ostatnie badania sugerują, że białko BMI-1 może mieć istotny związek z insulinoopornością 

i  regulacją szlaku insuliny. Cannon i wsp. (2014) stwierdzili istnienie negatywnej korelacji 

pomiędzy poziomem BMI-1, a wrażliwością na insulinę w komórkach wątroby i mięśni  

myszy (25). Mechanizm, przez który hiperglikemia oraz insulinooporność wpływają na 

rozwój i progresję nowotworów jest dość słabo poznany (14).  Dlatego istotnym wydaje się 

określenie zależnego od stężenia glukozy i insuliny związku pomiędzy BMI-1 a szlakiem 

kinazy AKT  w komórkach nowotworowych. Duan i wsp. (2019) wykazali, że ekspresja 

BMI-1 może wzrastać pod wpływem wysokiego stężenia glukozy w komórkach raka trzustki  

PANC-1 i SW1990 (55). W przeciwieństwie do wyników Duan i wsp. (2019) w komórkach 

raka endometrium HEC-1A  hodowanych w warunkach hiperglikemii zaobserwowano niższą 

ekspresję BMI-1 w porównaniu do komórek hodowanych w warunkach hipoglikemii. 

Natomiast  w przypadku linii komórkowej Ishikawa nie zaobserwowano istotnych  różnic 

w  ekspresji BMI-1 w zależności od stężenia glukozy (Ryc. 15). Stężenie glukozy istotnie 

wpływa na ekspresję PTEN, PHLPP1 w linii HEC-1A oraz PHLPP1 w linii Ishikawa 

Ekspresja tych genów była niższa w warunkach hiperglikemii niż hipoglikemii (Ryc. 14).  

Jest to odwrotny wynik niż w przypadku badań Liu i wsp. (2011) którzy  wykazali, że niskie 

stężenie glukozy lub aminokwasów istotnie wpływa na spadek ekspresji PHLPP 

w  komórkach raka jelita SW480 (143). 

Po zahamowaniu ekspresji BMI-1 w obu typach badanych komórek raka endometrium 

w warunkach hipoglikemii zaobserwowano bardzo wyraźny spadek ekspresji PHLPP1, 

a  z  kolei w warunkach hiperglikemii wzrost ekspresji PHLPP1 i PHLPP2 (Ryc. 16). 

Sugeruje te, że  BMI-1 może istotnie wpływać na zależną od glukozy regulację ekspresji 

izoform PHLPP. 

Wykazano, że stymulacja komórek HEC-1A insuliną powoduje początkowo wzrost ekspresji 

BMI-1 a następnie spadek zarówno w warunkach hipo- , jak i hiperglikemii. Zmiany  

ekspresji BMI-1 pokrywają się ze zmianami fosforylacji AKT, a obniżonej ekspresji BMI-1 

po przedłużonej stymulacji insuliną w warunkach hipoglikemii towarzyszy wzrost ekspresji 

PTEN (Ryc. 18A). Zahamowanie ekspresji BMI-1 sprawia, że komórki szybciej stają się 

niewrażliwe na działanie insuliny szczególnie w warunkach hipoglikemii. W przeciwieństwie 
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do tego w komórkach  Ishikawa zahamowanie ekspresji BMI-1 sprawia, że komórki są 

bardziej wrażliwe na stymulację insuliną zarówno w warunkach hipo- jak i hiperglikemii 

(Ryc. 18B). Otrzymane wyniki wykazały, że BMI-1 może odgrywać również istotną rolę we 

wrażliwości komórek raka endometrium na działanie insuliny, choć pełne zrozumienie 

mechanizmu tej zależności wymaga dalszych badań.  

Dane literaturowe wskazują, że w przypadku niektórych nowotworów hiperglikemia wpływa 

na wzrost ekspresji BMI-1, a przez to na zwiększenie żywotności i proliferacji komórek 

nowotworowych (55). W przypadku komórek HEC-1A i Ishikawa żywotność komórek jest 

wyższa w  warunkach hiperglikemii niż hipoglikemii, choć jak wcześniej stwierdzono 

ekspresja BMI-1 w warunkach niedostatecznej ilości glukozy jest wyższa. Może jednak to 

być mechanizm obronny komórek umożliwiający im przetrwanie w niekorzystnych 

warunkach. W przedstawionej pracy, wykazano, że BMI-1 wpływa na żywotność 

i  proliferację obu linii komórkowych raka endometrium zarówno w warunkach hipo- jak 

i  hiperglikemii. Wydaje się, że wpływ BMI-1 na żywotność komórek jest bardziej znaczący 

w  warunkach hipoglikemii w komórkach HEC-1A, a w komórkach Ishikawa w warunkach 

hiperglikemii (Ryc. 24). 

Zmiany w  ekspresji BMI-1 wpływają na nieprawidłową ekspresję genów kontrolujących 

podział, proliferację, migrację czy inwazję komórek nowotworowych, co prowadzi do 

rozwoju i progresji nowotworowej (26). Pomimo tego, że BMI-1 jest uznanym onkogenem 

wpływającym na transformację nowotworową, jego rola w metastazie i inwazji nie są w pełni 

poznane. BMI-1 promuje inwazję i migrację komórek raka trzustki i raka 

wątrobowokomórkowego (131, 235). Jednak Xiong i wsp. (2015) wykazali, że w komórkach 

raka płuc niska ekspresja BMI-1 wpływa na proces metastazy komórek (257). Z kolei 

Engelsen i wsp. (2008) wykazali, że brak lub niska ekspresja BMI-1 koreluje z obecnością 

inwazji naczyniowej oraz złymi rokowaniami wśród pacjentek z rakiem endometrium (59). 

Ponadto Shao i wsp. (2014) sugerują, że nadekspresja BMI-1 wpływa na lepsze rokowania 

wśród pacjentek rasy białej cierpiących na raka piersi (199). Zatem, najprawdopodobniej rola 

BMI-1 w metastazie i  inwazji może zależeć od rodzaju nowotworu i kontekstu 

molekularnego. 

Wykazano, że zahamowanie ekspresji w komórkach raka jamy nosowo gardłowej i czerniaka 

wpływało na hamowanie przejścia epitelialno-mezenchymalnego tych komórek (150, 203). 

Przejście epitelialno-mezenchymalne to złożony proces, w którym komórki nabłonkowe 

uzyskują większą zdolność do migracji i nabywają przez to cech inwazyjnych komórek 

mezenchymalnych. Proces ten podczas progresji nowotworowej może wpływać na 



92 
 

przekształcenie niezłośliwego nowotworu w formę inwazyjną. Podczas procesu EMT 

dochodzi do wzrostu ekspresji kilku charakterystycznych markerów dla tego procesu 

będących czynnikami transkrypcyjnymi, takich jak SNAIL, ZEB1, TWIST, SLUG oraz białek 

zaangażowanych w migrację komórek m.in. wimentyny czy kadheryny N. W wyniku procesu 

EMT  obserwuje się spadek ekspresji białka E-kadheryny kodowanej przez gen CDH1 (78).  

Song i wsp. (2009) wykazali, że BMI-1 wraz z SNAIL przyłączając się do regionu 

promotorowego CDH1 wpływa na obniżenie ekspresji E-kadheryny i wzrost inwazyjności  

raka jamy nosowo-gardłowej (203). W nowotworach głowy i szyi BMI-1 wpływa także na 

regulację ekspresji SNAIL (277). W komórkach raka gruczołowo-torbielowatego ślinianek 

SACC-LM po wyciszeniu ekspresji BMI-1 zaobserwowano spadek ekspresji SNAILl, SLUG 

i wzrost ekspresji E-kadheryny, a także spadek potencjału migracyjnego i inwazyjnego tych 

komórek (28). Yang i wsp. (2010) wykazali, że wysoka ekspresja BMI-1 i TWIST1 koreluje 

ze spadkiem ekspresji E-kadheryny oraz gorszymi rokowaniami wśród pacjentów 

z  nowotworami głowy i  szyi (269). Kurihara i wsp. (2015) wykazali, że w nowotworze 

języka BMI-1 wraz z ZEB1 może regulować ekspresję E-kadheryny przez co wpływać na 

inicjację przejścia epitelialno-mezenchymalnego komórek (124). 

W komórkach nowotworach endometrium SNAIL i SLUG odgrywają istotną rolę w przejściu 

epitelialno-mezenchymalnym poprzez hamowanie ekspresji genu dla E-kadheryny (213). 

Stwierdzono, że  w preparatach raka endometrium ekspresja SNAIL, SLUG jest 

zdecydowanie wyższa niż w preparatach prawidłowego endometrium. Wzrost ekspresji tych 

czynników istotnie korelował ze stopniem zaawansowania nowotworu endometrium oraz  

występowaniem przerzutów do węzłów chłonnych (213). Wyniki uzyskane w toku realizacji 

przedstawionej pracy doktorskiej  sugerują, że BMI-1 może odgrywać również istotną rolę 

w  regulacji przejścia epitelialno-mezenchymalnego w komórkach raka endometrium HEC-

1A i Ishikawa poprzez regulację ekspresji SNAIL, SLUG i CDH1, ponieważ zahamowanie 

jego ekspresji wyraźnie zwiększa ekspresję SNAIL i SLUG oraz zmniejsza ekspresję E-

kadheryny (Ryc. 26). Ponadto, wykazano, że obniżenie ekspresji  BMI-1 może zmniejszać 

potencjał migracyjny i inwazyjny komórek raka endometrium (Ryc. 25).  

W celu dalszego potwierdzenia zależności pomiędzy BMI-1 a elementami szlaku AKT 

w  raku endometrium dokonano analizy ekspresji BMI-1, PTEN, PHLLP1/2, AKT i poziomu 

fosforylowanej formy kinazy AKT, zarówno w preparatach tkanki prawidłowej endometrium, 

jak i nowotworów endometrium. Uzyskane wyniki dla preparatów nowotworowych  

analizowano również pod  kątem zależności wysokości ekspresji od stopnia zaawansowania 

nowotworu według klasyfikacji FIGO, stopnia histologicznej złośliwości, naciekania 
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mięśniówki macicy oraz zajęcia węzłów chłonnych (Ryc. 27, Tab. 7). Dostępne dane  

literaturowe wskazują, że większość nowotworów wykazuje nadekspresję BMI-1, która 

wpływa na wzrost ich  inwazyjności . Nadekspresję białka BMI-1 obserwuje się w glejaku, 

rdzeniaku, raku jamy nosowo-gardłowej, raku języka, piersi, jelita grubego, jajnika, pęcherza 

moczowego i trzustki (280). Jednak wykazano, że brak lub niska ekspresja w przypadku 

niektórych nowotworów jest charakterystyczna dla nowotworów o wyższym stopniu 

zaawansowania. Engelsen i wsp. (2008) wykazali w preparatach błony śluzowej trzonu 

macicy obniżoną ekspresję BMI-1 w guzach zdolnych do inwazji naczyniowej i guzach 

o  wysokim stopniu histologicznej złośliwości (59). 

W prezentowanej pracy nie stwierdzono istotnej różnicy pomiędzy ekspresją BMI-1 

w  preparatach prawidłowych i nowotworowych. Wcześniejsze badania Honiga i wsp. 

wykazały  zwiększoną ekspresję BMI-1 w nowotworach endometrium w porównaniu 

z  tkanką prawidłową. Jednak analizę przeprowadzono jedynie na 12 preparatach 

nowotworowych i 6 preparatach prawidłowych endometrium (94). Z kolei w prezentowanej 

pracy podobnie jak w przypadku badań Engelsena i wsp. (2008)  stwierdzono obniżoną 

ekspresję BMI-1 w  nowotworach endometrium o wyższym stopniu zaawansowania (III+IV) 

według klasyfikacji FIGO w stosunku do nowotworów o mniejszym stopniu zaawansowania 

(I+II) oraz nowotworach wykazujących zdolność do przerzutowania do węzłów chłonnych 

w  porównaniu do nowotworów nieprzerzutujących (Tab. 7).  

W wielu nowotworach obserwuje się spadek ekspresji genów kodujących fosfatazy PTEN 

i  PHLPP. Jednak wyniki dotyczące wpływu ekspresji PTEN na progresję nowotworów 

i  prognozę  dla pacjentów są niejednoznaczne. Wyniki wielu badań sugerują, że brak lub 

niska ekspresja PTEN wiążę się z gorszymi prognozami dla pacjentów (9, 97, 216) podczas 

gdy inne wskazują, że brak ekspresji PTEN jest związany z lepszymi prognozami (1, 68, 

194). Gao i wsp. (2009) stwierdzili, że poziom ekspresji PTEN u pacjentek z rakiem 

endometrium był znacząco skorelowany ze stopniem złośliwości histologicznej. Ekspresja 

PTEN była znacząco wyższa w nowotworach dobrze zróżnicowanych niż nowotworach słabo 

zróżnicowanych (68). 

Ze względu na zdolność hamowania aktywności szlaku AKT odpowiadającego za przeżycie 

i  proliferację komórek, PHLPP1 i 2 uznane zostały za  supresory nowotworów. Faktycznie 

ekspresja obu genów jest  niższa w przypadku kilku typów nowotworów np. piersi, jelita 

grubego, płuc, wątroby i trzustki w porównaniu do tkanki prawidłowej (75, 164).  Dane 

literaturowe wskazują obniżoną ekspresję PHLPP2 w raku płaskonabłonkowym gardła 

w  późnych stadiach zaawansowania nowotworów (239). 
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Wyniki badan realizowanych w ramach tej pracy wykazały znacznie niższą ekspresję PTEN 

i  PHLPP2 w preparatach raka endometrium w porównaniu do  preparatów prawidłowego 

endometrium. Nie stwierdzono jednak różnic w ekspresji tych białek w preparatach 

różniących się stopniem złośliwości histologicznej czy zaawansowania klinicznego 

nowotworu.  

Wyniki badań Gungorduk i wsp. (2014) wykazały wzrost poziomu fosforylacji kinazy AKT 

w raku błony śluzowej trzonu macicy, który korelował z wyższym stopniem histologicznej 

złośliwości i wyższym stopniem zaawansowania FIGO (III+IV), a także naciekaniem 

mięśniówki i zajęciem węzłów chłonnych (79). Wyniki badań uzyskane w tej pracy wskazują 

na zwiększoną fosforylację kinazy AKT w preparatach nowotworowych w porównaniu do 

prawidłowych, ale  w przeciwieństwie do Gungorduk i wsp. (2014) wykazano spadek 

poziomu fosforylacji kinazy AKT w nowotworach endometrium zdolnych do przerzutowania 

do węzłów chłonnych w stosunku do nowotworów nieprzerzutujących. 

Biorąc pod uwagę, że BMI-1 i AKT pełnią funkcję onkogenów, wydałoby się, że zmniejszona 

ekspresja BMI-1 i aktywacja szlaku kinazy AKT mogą wpływać na zahamowanie metastazy 

nowotworów.  Jednak wyniki  kilku badań, sugerują, że aktywacja kinazy AKT może 

sprzyjać powstawaniu nowotworów, lecz hamuje inwazyjny potencjał guza. Zatem niski 

poziom fosforylacji AKT, paradoksalnie może sprzyjać przerzutom (92, 170, 217, 276). Poza 

tym wpływ AKT na progresję nowotworów może zależeć od rodzaju izoformy AKT. 

Zwiększona aktywność AKT1 jest charakterystyczna dla wczesnego etapu rozwoju 

nowotworu i wpływa na ekspresję genów kodujących cyklinę D1 białko S6 czy β-integrynę, 

a  więc zaangażowanych głównie w proliferację. Stwierdzono natomiast, że zwiększona 

aktywność AKT1 wpływa hamująco na  metastazę (190).  

Zatem uzyskane wyniki badań sugerują, że obniżona ekspresja PTEN i podwyższony poziom 

fosforylacji AKT  występują prawdopodobnie we wczesnym stadium raka endometrium, 

podczas niski poziom fosforylacji AKT może być związany z przerzutowaniem raka 

endometrium. 

Niski poziom BMI-1 w nowotworach bardziej agresywnych wydaje się sprzeczny z wynikami 

uzyskanymi wbadaniach przeprowadzonych na komórkach HEC-1A oraz Ishikawa, gdzie 

wykazano, że zahamowanie ekspresji BMI-1 wpływa na spadek potencjału migracyjnego 

i  inwazyjnego nowotworu endometrium. Należy jednak uwzględnić, że komórki Ishikawa 

i  HEC-1A są modelem komórkowym wywodzącym się z nowotworów endometrium dobrze 

zróżnicowanych, o niskim stopniu zaawansowania (119). Możliwe, że komórki takie są 
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bardziej zależne od BMI-1. W komórkach bardziej agresywnych może dochodzić do innych 

zmian molekularnych, które wpływają na ich potencjał metastatyczny. 

W celu określenia zależności pomiędzy poszczególnymi elementami szlaku AKT w raku 

endometrium przeprowadzono analizę korelacji. Uzyskane wyniki badań nie wykazały żadnej 

zależności pomiędzy BMI-1 a PTEN, jednak wykazano dodatnią korelację pomiędzy BMI-1 a 

fosforylacją kinazy AKT. Słabą ujemną korelację stwierdzono pomiędzy PTEN a pAKT 

w  preparatach raka endometrium, ale nie w preparatach prawidłowego endometrium (Tab. 

9). W związku z tym, że nie zaobserwowano korelacji pomiędzy BMI-1, a PTEN, określono 

korelację pomiędzy BMI-1 a PHLPP1 i PHLPP2. Wykazano odwrotną korelację pomiędzy 

BMI-1 a fosfatazami PHLPP w tkance prawidłowej endometrium. W przypadku preparatów 

nowotworowych endometrium ujemną korelację pomiędzy BMI-1 a fosfatazami PHLPP 

stwierdzono  tylko w preparatach wykazujących ekspresję PTEN (Tab. 9). 

Wyniki analizy sugerują, że w raku endometrium BMI-1 reguluje aktywność kinazy AKT nie 

tylko przez bezpośredni wpływ na  PTEN, ale także regulacja ta może zachodzić poprzez 

izoformy PHLPP. Biorąc pod uwagę, że korelacja pomiędzy BMI-1 a PHLPP1/2 

w przypadku nowotworów obserwowana jest tylko w preparatach wykazujących ekspresję 

PTEN, można  sugerować, że być może konieczne jest jednak współdziałanie obu białek 

w regulacji fosfataz PHLPP. 

Wyniki przeprowadzonych badań dostarczyły istotnych informacji na temat zależności 

pomiędzy BMI-1, PHLPP i PTEN oraz aktywności kinazy AKT w raku endometrium. Po raz 

pierwszy wykazano, że BMI-1 może regulować ekspresję fosfataz PHLPP, a regulacja ta jest 

zależna od stężenia glukozy i insuliny. Wydaje się więc, że BMI-1 może odgrywać rolę 

czynnika, który łączy  hiperglikemię i insulinooporność z  rozwojem i progresją raka 

endometrium, choć jego działanie zależy od kontekstu molekularnego. 

Ocena ekspresji BMI-1, PTEN, PHLPP oraz aktywności kinazy AKT może odgrywać istotną 

rolę w doborze odpowiedniego leczenia u pacjentek z rakiem endometrium, szczególnie 

tych,u których stwierdza się cukrzycę. Uzyskane wyniki badań sugerują, że leki oparte na 

negatywnej regulacji BMI-1, takie jak PTC-209, który obecnie jest fazie badań klinicznych 

i jest stosowany u pacjentów z guzami litymi (NCT02404480), muszą być stosowane po 

uwzględnieniu  szerszego tła molekularnego 

Zatem poznanie zależności pomiędzy hiperinsulinemią, szlakiem kinazy AKT oraz BMI-1 

w przyszłości może pozwolić na opracowanie skuteczniejszych metod terapeutycznych, które 

uwzględniałyby molekularnykontekst i specyfikę nowotworów endometrium oraz 
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wykazywałyby większa skuteczność w przypadku współistnienia u pacjentów zespołu 

metabolicznego. 

 

9. Wnioski 

Uzyskane w pracy doktorskiej wyniki wykazały, że: 

1. W komórkach raka endometrium BMI-1 może wpływać na fosforylację AKT poprzez 

bezpośrednią regulację ekspresji genów PTEN, PHLPP1, PHLPP2. 

2. Ekspresja BMI1 jest zależna od stężenia glukozy i insuliny głównie w komórkach 

HEC-1A wykazujących ekspresję PTEN. 

3. W warunkach hiperglikemii BMI-1 może wpływać na aktywność AKT poprzez 

regulację fosfataz PHLPP1 i 2, natomiast w warunkach hipoglikemii w komórkach 

wykazujących ekspresję PTEN głównie przez regulację tej fosfatazy. 

4. BMI-1 wpływa na proliferację oraz  migrację i inwazję komórek raka endometrium. 

Wpływ BMI-1 na potencjał migracyjny komórek raka endometrium może być 

wynikiem regulacji   ekspresji genów związanych z przejściem epitelialno-

mezenchymalnym, takich jak SNAIL, SLUG i CDH1. 

5. Zmniejszenie ekspresji BMI-1 i poziomu fosforylacji kinazy AKT jest 

charakterystyczne dla zaawansowanego stadium nowotworu endometrium. 

6. W preparatach prawidłowego endometrium obserwuje się znaczącą odwrotną korelację 

pomiędzy ekspresją BMI-1 a ekspresją fosfataz PHLPP, szczególnie PHLPP1. 

W  przypadku nowotworów korelacja taka obserwowana jest tylko                 

w  preparatach wykazujących ekspresję PTEN, co sugeruje być może konieczne jest 

współdziałanie obu białek w regulacji fosfataz PHLPP. 

Zatem można stwierdzić, że BMI-1 może odgrywać rolę czynnika, który łączy  hiperglikemię 

i insulinooporność z  rozwojem i progresją raka endometrium, a jego działanie zależy od 

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

Rak endometrium to nowotwór narządu rodnego kobiet rozwijający się w błonie śluzowej 

trzonu macicy. W Polsce rak endometrium jest czwartym pod względem zachorowalności 

nowotworem u kobiet. Raka endometrium diagnozuje  się przeważnie u  kobiet w okresie 

około i pomenopauzalnym, u których często występuje otyłość, nadciśnienie tętnicze 

i  cukrzyca. 

Istotną rolę w rozwoju i progresji wielu nowotworów, w tym raka endometrium odgrywa 

szlak kinazy AKT. Zwiększona aktywność tego szlaku w raku endometrium wynika z mutacji 

w genach kodujących receptory o aktywności kinaz tyrozynowych, 3-kinazy 

fosfatydyloinozytolu PI3K lub izoform samej kinazy AKT. Jednak ważną rolę w regulacji 

aktywności kinazy AKT odgrywają również fosfatazy, które pośrednio (PTEN) lub 

bezpośrednio (PP2A, PHLPP1, PHLPP2) wpływają na jej defosforylację. Sugeruje się, że na 

regulację szlaku AKT może wpływać również białko BMI-1, będące składnikiem kompleksu 

represyjnego PRC1, który wpływa na zahamowanie ekspresji wielu genów. Białko BMI-1 

regulując ekspresję genów wpływa na szereg procesów komórkowych takich jak cykl 

komórkowy, apoptoza, proliferacja, naprawa DNA oraz przejście epitelialno-mezenchymalne. 

Zaburzenia w aktywności lub ekspresji białka BMI-1 w komórkach nowotworowych  może 

prowadzić do zwiększonej migracji, proliferacji i inwazji komórek. Wynik badań wykazują, 

że zarówno zwiększona ekspresja, jak i obniżona ekspresja białka BMI-1 wpływa na 

progresję nowotworów. Rola białka BMI-1 w nowotworach endometrium nie jest dobrze 

poznana. Ostatnie badania sugerują, że białko BMI-1 może mieć istotny związek 

z  insulinoopornością i regulacją szlaku insuliny w komórkach watroby. Z kolei dane 

epidemiologiczne wskazują, że otyłość  i zwiększone stężenie insuliny we krwi wynikające 

z  insulinooporności są poważnymi czynnikami ryzyka  raka endometrium. 

Głównym celem prezentowanej pracy było określenie roli białka BMI-1 w regulacji szlaku 

kinazy AKT w raku endometrium oraz jego wpływu na potencjał migracyjny i  inwazyjny 

komórek. W badaniach wykorzystano dwie linie komórkowe raka endometrium (HEC-1A 

oraz Ishikawa) różniące się ekspresją białka PTEN oraz materiał kliniczny obejmujący 

preparaty tkanki prawidłowej endometrium oraz preparaty raka błony śluzowej trzonu 

macicy. Aby zrealizować postawiony cel zastosowano szereg metod badawczych. Ekspresję 

BMI-1 zahamowano w komórkach raka endometrium poprzez interferencję RNA oraz 

poprzez zastosowanie inhibitora PTC-209. Ekspresję genów oznaczano na poziomie mRNA 

przy użyciu reakcji łańcuchowej polimerazy z analizą produktu w czasie rzeczywistym 

a  zmiany ilościowe białek oznaczono przy użyciu metody Western blotting. W  celu oceny 
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migracji komórek zastosowano test wound-healing i Transwell assay. Ocenę potencjału 

inwazyjnego komórek wykonano przy pomocy insertów opłaszczonych Matrigelem. Ocenę 

żywotności i  potencjału proliferacyjnego komórek określono przez zastosowanie testu MTT. 

W celu określenia lokalizacji białka BMI1 w  miejscach promotorowych badanych genów 

zastosowano immunoprecypitację chromatyny. 

Badania przeprowadzone z wykorzystaniem linii komórkowych miały na celu określenie 

wpływu zmian ekspresji BMI-1 na fosforylacją kinazy AKT i ekspresję fosfataz regulujących 

aktywność tej kinazy w warunkach różnego stężenia glukozy i stymulacji insuliną oraz 

wpływu na potencjał migracyjny i inwazyjny komórek. Uzyskane wyniki wykazały, że 

komórkach raka endometrium BMI-1 może wpływać na fosforylację AKT poprzez 

bezpośrednią regulację ekspresji genów PTEN, PHLPP1 i PHLPP2. Ekspresja BMI-1 jest 

zależna od stężenia glukozy i insuliny głównie w komórkach wykazujących ekspresję PTEN. 

W warunkach hiperglikemii BMI-1 może wpływać na aktywność AKT poprzez regulację 

fosfataz PHLPP 1 i 2, natomiast w warunkach hipoglikemii w komórkach wykazujących 

ekspresję PTEN głównie przez regulację tej fosfatazy. BMI-1 wpływa na proliferację oraz  

migrację i inwazję komórek raka endometrium. Wpływ BMI-1 na potencjał migracyjny 

komórek raka endometrium może być wynikiem regulacji ekspresji genów związanych 

z przejściem epitelialno-mezenchymalnym, takich jak SNAIL, SLUG i CDH1. 

W celu dalszego potwierdzenia zależności pomiędzy BMI-1 a elementami szlaku AKT 

w  raku endometrium dokonano analizy ekspresji BMI-1, PTEN, PHLLP1/2, AKT i  poziomu 

fosforylowanej formy kinazy AKT, zarówno w preparatach tkanki prawidłowej endometrium, 

jak i nowotworów endometrium. Uzyskane wyniki dla preparatów nowotworowych  

analizowano również pod kątem zależności wysokości ekspresji BMI-1 od stopnia 

zaawansowania nowotworu według klasyfikacji FIGO, stopnia histologicznej złośliwości oraz 

zajęcia węzłów chłonnych. Wykazano, że zmniejszenie ekspresji BMI-1 i  poziomu 

fosforylacji kinazy AKT jest charakterystyczne dla zaawansowanego stadium nowotworu 

endometrium. Ponadto, w preparatach prawidłowego endometrium obserwuje się znaczącą 

odwrotną korelację pomiędzy ekspresją BMI-1 a ekspresją fosfataz PHLPP, szczególnie 

PHLPP1. W przypadku nowotworów korelacja taka obserwowana jest tylko w  preparatach 

wykazujących ekspresję PTEN. 

Wyniki przeprowadzonych badań sugerują, że BMI-1 może odgrywać rolę czynnika, który 

łączy  hiperglikemię i insulinooporność z  rozwojem i progresją raka endometrium poprzez 

regulację AKT, a jego działanie zależy od kontekstu molekularnego przede wszystkim 

ekspresji funkcjonalnej fosfatazy PTEN. 



99 
 

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 CDH1. 

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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