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Wykaz stosowanych skrotow i symboli

AKT

AMBRA1

AMPK

ATCC

ATG

ATP
A2780
BECN1
BMI-1

BPH
BRAF
CaMKKp
CBX

Cl

CMA
CML

c-myc
CP20
CQ

CRC
C8161
DDR

DU145
EC

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

(ang. activating molecule in beclin 1-regulated autophagy
protein 1) biatko aktywujagce w procesie autofagii
regulowanym przez bekling 1

(ang. AMP-activated protein kinase) kinaza aktywowana
przez AMP

(ang. American Type Culture Collection) amerykanska
organizacja non profit, ktora zbiera, przechowuje
i dystrybuuje mikroorganizmy i linie komodrkowe oraz
biopreparaty do badan naukowych

(ang. AuTophaGy related genes) geny zaangazowane
w proces autofagii

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

linia komorkowa raka jajnika
(ang. Beclin 1) gen kodujacy biatko bekling 1
(ang. B-lymphoma Mo-MLV insertion region-1 homolog)

biatko kompleksu PRC1

(ang. bening prostatic hyperplasia) tagodny rozrost gruczotu
krokowego

(ang. type B rapid accelerated fibrosarcoma) kinaza
protoonkogenna

(ang. calcium/calmodulin-dependent protein kinase p)
zalezna od wapnia/kalmoduliny kinaza biatkowa 3

(ang.  Chromobox)  biatka  Polycomb  posiadajace
chromodomeng

(ang. Combination Index) warto$¢ indeksu kombinacji
okreslajacy zalezno$¢ migdzy zwigzkami

(ang. Chaperone mediated autophagy) autofagia zalezna od
chaperonow

(ang. chronic myeloid leukemia) przewlekta biataczka
szpikowa

protoonkogen, czynnik transkrypcyjny

linia komoérkowa raka jajnika

(ang. chloroquine) chlorochina, inhibitor blokujacy fuzje
autofagosomu z lizosomami
(ang. colorectal cancer) rak jelita grubego

linia komorkowa czerniaka

(ang. DNA Damage Response) szlak odpowiedzi na
uszkodzenia DNA
linia komorkowa raka prostaty

(ang. endometrial cancer) rak endometrium



ECACC

EED

EZH2

FAK
FBS
FDA

FIP200

H2A

H2AK119ub

H3K27me
H3K27
HCC
HCQ

HEC-1A
HEPES

HPV
HTH
HSC70
iIBMK

Ishikawa
K-Ras
LAMP-1/2

LC3

LKB1
LNCaP
LN-229

(ang. European Collection of Authenticated Cell Cultures)
Europejska Kolekcja Hodowli Komoérkowych, dysponujaca
materiatem  pochodzagcym  z  réznych  narzadow
reprezentujacym odmienne wlasciwosci

(ang. embryonic ectoderm development) biatko wchodzace
w sktad kompleksu PRC2

(ang. enhancer of zeste 12) biatko wchodzace w sktad
kompleksu PRC2 wykazujace aktywnos$¢ metylotransferazy
(ang. Focal Adhesion Kinase) kinaza tyrozynowa

(ang. fetal bovine serum) ptodowa surowica bydleca

(ang. U.S. Food and Drug Administration) amerykanska
Agencja ds. Zywnosci i Lekow

(ang. Focal adhesion kinase family interacting protein of
200kDa) ortolog Atgl7 drozdzy, biatko o masie 200 kDa
wchodzace w interakcje z kinazami rodziny FAK

histon H2A

ubikwitynylowana lizyna 119 histonu H2A

metylowana lizyna 27 histonu H3

lizyna 27 histonu H3

(ang. hepatocellular carcinoma) rak watrobowokomoérkowy

(ang. hydroxychloroquine) hydroksychlorochina, inhibitor
blokujacy fuzj¢ autofagosomu z lizosomami
linia komorkowa raka endometrium

kwas 4-(2-hydroksyetylo)-1-piperazynoetanosulfonowy,
czynnik buforujacy
(ang. Human Papillomavirus) wirus brodawczaka ludzkiego

(ang. helix-turn-helix) struktura heliks — skret — heliks
(ang. heat shock) biatko szoku termicznego 0 masie 70 kDa

(ang. immortalized mouse kidney) uniesmiertelnione komorki
myszy
linia komorkowa raka endometrium

mate biatko o aktywnosci GTP-azy

(ang. Lysosomal associated membrane proteins 1 and 2)
biatko zwigzane z btong lizosomalng

(ang. microtubule-associated protein Light Chain 3) biatko
zaangazowane w proces autofagii

(ang. liver kinase B1) watrobowa kinaza B1

linia komorkowa raka prostaty

linia komoérkowa glejaka



Lys05

MCF-7
MDA-MB-231
MLKL

MRT67307
MRT68921
mTOR

mTORCL1/2

MTT
NLS1/2

NSCLC

NSC185058
OVACR4
p53

p62

p63
PARK2

PARP
PCG

PCGF
PCOS

PDAC

PE
Pl
PINK1

PIP3

PI3K

(ang. N-(7-chloroquinolin-4-yl)-N’-[2-[(7-chloroquinolin-4-
yhamino]ethyl]-N -methylethane-1,2-diamine
trihydrochloride) inhibitor blokujacy fuzje autofagosomu
z lizosomami

linia komoérkowa raka piersi

linia komoérkowa raka piersi

(ang. mixed lineage kinase domain-like protein)
pseudokinaza zaangazowana w proces nekroptozy
inhibitor aktywnosci kinazy ULK

inhibitor aktywnosci kinazy ULK

(ang. mammalian target of rapamycin) kinaza serynowo —
treoninowa ssakow, ktorej aktywno$¢ hamowana jest przez
rapamycyneg

(ang. mammalian target of rapamycin complex 1/2) kompleks
1/2 kinazy mTOR

bromek 3-(4,5 dimetylotiazol-2-ilo)-2,5-difenylotetrazoliowy

(ang. Nuclear Localization Signal 1 and 2) sygnat lokalizacji
jadrowej 112

(ang. Non-small-cell lung carcinoma) niedrobnokomérkowy
nowotwor pluca

inhibitor biatka ATG4B

linia komorkowa raka jajnika
(ang. protein 53) biatko p53
(ang. protein 62) biatko p62
(ang. protein 63) biatko p63

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

(ang. Poly (ADPribose) polymerase) polimeraza poli(ADP-
rybozy) zaangazowana w proces apoptozy

(ang. Polycomb group protein) biatka nalezace do grupy
Polycomb

(ang. Polycomb group ring finger) biatka PCGF

(ang. Polycystic ovary syndrome) zespot policystycznych
jajnikow

(ang. pancreatic ductal adenocarcinoma) gruczolakorak
przewodowy trzustki

(ang. phosphatidylethanolamine) fosfatydyloetanoloamina

(ang. propidium iodide) jodek propidyny

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

(ang. Phosphatidylinositol 3-phosphate)
fosfatydyloinozytolo-3,4,5-trifosforan
(ang. Phosphoinositide 3-kinase) 3-kinaza

fosfatydyloinozytolu



PRC1/2
PRT4165
PTC-209
PTEN

RADO001
RAPA
RAS
RAWUL

RBBP4/7
RCC
RING1A/B

RNF2
ROS
RYBP

SAR405
SB02024
SB1-0206965

Snail

SNARE

SQSTM1
SUMI159PT
SuUz12

TEM
TGFp

TSC2
UAMC-2526
ULK1

ULK100

(ang. Polycomb Repressive Complex 1/2) kompleks
represyjny Polycomb 1i 2

(ang.  2-(3-pyridinylmethylene)-1H-indene-1,3(2H)-dione)
inhibitor aktywnosci enzymatycznej RING1A/B

(ang. N-(2,6-dibromo-4-methoxyphenyl)-4-(2-methylimidazo
[1,2-a]pyrimidin-3-yl)-2-thiazolamine) inhibitor BMI-1
(ang. phosphate and tensin homolog deleted on chromosome
ten) biatko supresorowe o aktywnosci fosfatazy

Everolimus, analog rapamycyny

rapamycyna
protoonkogen

(ang. Ring-finger and WD40 associated Ubiquitin-Like) C-
koncowa domena biatka RING1A/B

(ang. Retinoblastoma binging protein 4/7) biatka wchodzace
w sktad kompleksu PRC2

(ang. advenced renal cell carcinoma) rak
nerkowokomoérkowy

(ang. Really Interesting New Gene 1A/B) biatka kompleksu
PRCI1 stanowigce jego rdzen

gen kodujacy biatko RING1B

(ang. reactive oxygen species) reaktywne formy tlenu

(ang. RING1 and YY1 binding protein) biatko wchodzace
w sklad niekanonicznego kompleksu PRC1
inhibitor PI3K-111/VVps43

inhibitor PI3K-111/Vps43
inhibitor aktywnosci kinazy ULK

(ang.  zinc-finger  transcription  factors)  czynnik
transkrypcyjny

(ang. soluble N-enhylmaleimide-sensitive factor-attachment
protein receptor) biatko btonowe biorgce udziat w fuzji
pecherzykow

(ang. Sequestosome 1) gen kodujacy biatko p62

linia komorkowa raka piersi

(ang. suppressor of zeste 12) biatko wchodzace w sktad
kompleksu PRC2
Temsirolimus, analog rapamycyny

(ang. Transforming growth factor p) szlak sygnalowy
transformujacego czynnika wzrostu 3
(ang. tuberous sclerosis complex 2) biatko tuberyna

inhibitor biatka ATG4B

(ang. Uncoordinated-51-like kinase 1) kinaza Unc-51
aktywujaca autofagie
inhibitor aktywnosci kinazy ULK



ULK101
Vps34
Wnt

YAF2

inhibitor aktywnosci kinazy ULK
(ang. Vacuolar protein sorting 34) ortolog drozdzowy PI3K

(ang. Wingless-type like signaling) szlak sygnatowy
ogrywajacy istotng rol¢ w regulacji takich procesow jak
embriogeneza, roznicowanie, przezywalnos¢ i proliferacja
komorek

(ang. YY1l-associated factor 2) biatko wchodzace w sktad
niekanonicznego kompleksu PRC1
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Wedlug swiatowych statystyk epidemiologicznych rak endometrium (ang. endometrial
cancer, EC) jest szostym pod wzgledem czestosci wystepowania nowotworem u kobiet.
W 2018 roku odnotowano ponad 380 000 nowych przypadkow na $wiecie, co stanowi 4,4%
wszystkich zdiagnozowanych w tym roku nowotworow ztosliwych kobiet [1]. Najwyzszy
standaryzowany wieckowo wskaznik wystepowania raka endometrium na 100 000 kobiet
wystepuje na Biatorusi, a nastepnie na Wyspach Samoa (odpowiednio 24,9 i 24,8). Polska
zajmuje 12 miejsce pod wzgledem zachorowalno$ci na raka endometrium [2]. W ciagu
ostatnich 10 lat czgsto$¢ wystepowania tego nowotworu wzrosta w wielu regionach
geograficznych $wiata, w tym w Europie [1, 3, 4]. Rak endometrium jest diagnozowany
u kobiet w okresie okoto i pomenopauzalnym, a $rednia wieku w momencie rozpoznania
wynosi 63 lata, jednakze coraz czgsciej nowotwor dotyka miodsze kobiety, u ktorych

wystepuje otytos¢ i hiperinsulinemia [5, 6].

Ze wzgledu na rozng skutecznos$¢ kliniczng chemioterapii stosowanych w leczeniu raka
endometrium, poszukuje si¢ nowych strategii terapeutycznych ukierunkowanych na procesy
komorkowe zwigzane z przezyciem komorek i opornoscia na stosowang terapig [6]. Jednym
z takich procesow jest autofagia, ktorej zaburzenia moga odgrywac istotng role
w nowotworach cho¢ jej rola w procesie nowotworzenia jest niejednoznaczna. Autofagia
przyczyniajac si¢ do usuwania zbednych, uszkodzonych i1 szkodliwych elementow
komorkowych zapobiega powstawaniu nowotworow. Z drugiej jednak strony
w zaawansowanych nowotworach narazonych na niedobor sktadnikow odzywczych, sprzyja

ich przetrwaniu i wzrostowi [7].

Ostatnie badania wskazuja, ze istotng role w regulacji procesu autofagii moga odgrywac
czynniki epigenetyczne, wptywajace na ekspresj¢ genéw poprzez modyfikacje chemiczne
histonow. Jednym z waznych regulatorow epigenetycznych jest wielobiatkowy kompleks
PRC1 (ang. Polycomb Repressive Complex 1) odpowiedzialny za zahamowanie ekspresji
wielu gendow poprzez modyfikacje histonu H2A. Biatka BMI-1, RING1A 1 RINGIB s3
niezbedne do funkcjonowania kompleksu PRC1, ktéry odpowiada za monoubikwitynylacje
lizyny 119 histonu H2A. Chociaz zarowno RINGI1A, jak i RING1B s3 zaangazowane
w ubikwitynylacj¢ histonu H2A, rola RING1B jest dominujaca, a spadek jego aktywnosci
prowadzi do znacznego zmniejszenia ubikwitynylacji H2A [8]. BMI-1 jest najlepiej
poznanym skladnikiem kompleksu PRCI1 i odgrywa istotng role W szeregu procesow

komorkowych m.in. w proliferacji komorek, unie$miertelnieniu czy starzeniu [9]. Liczne
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badania wskazujg wzrost poziomu BMI-1 w wielu typach nowotworow w tym watroby,
prostaty, piersi czy endometrium. Wysoka ekspresja BMI-1 wystepujaca w wielu typach
ludzkich nowotwordw jest skorelowana z gorszymi rokowaniami u pacjentéw i tym samym
niepowodzeniem terapii [9]. Ostatnie badania sugeruja, ze biatko BMI-1 moze by¢
zaangazowane w zahamowanie autofagii w niektorych nowotworach. Znaczenie
pozostatych sktadnikéw kompleksu PRC1 dla rozwoju i progresji nowotworu jest jeszcze
mniej znane, dlatego lepsze zrozumienie dziatania biatek kompleksu PRC1 oraz ich wptywu
na autofagie w nowotworach ma kluczowe znaczenie w identyfikacji nowych i skutecznych

strategii terapeutycznych w leczeniu choréb nowotworowych.

1. Autofagia — charakterystyka procesu

Termin autofagia obejmuje szereg ewolucyjnie zachowanych proceséw komorkowych,
ktére powoduja dostarczenie materiatu wewnatrzkomoérkowego takiego jak biatka
1 organelle do lizosoméw w celu ich degradacji i ponownego uzycia produktow
powstajacych w wyniku ich rozktadu [10, 11]. Zostal on wprowadzony przez Nobliste
Christiana de Duve’a w latach 60. XX wieku. Autofagia wystgpuje we wszystkich
komorkach zapobiegajac akumulacji uszkodzonych elementéw komédrkowych, odgrywajac
w ten sposob kluczowa role w kontroli jakosci sktadnikow cytoplazmatycznych 1 utrzymaniu
homeostazy komoérkowej. Procesy te dzialaja rowniez jako mechanizm przetrwania
wykorzystywany przez komorki w warunkach stresowych takich jak gldd, niedotlenienie,
stres oksydacyjny, infekcje czy brak czynnikow wzrostu. Podstawowa autofagia jest
stosunkowo nieselektywna gdy jest indukowana przez niedobor sktadnikow odzywczych
czy zaburzenia metaboliczne. Przez dlugi czas autofagia byla uwazana przede wszystkim za
niespecyficzny proces masowej degradacji, jednak od tego czasu odkryto, ze moze rowniez
wyraznie rozpoznawac 1 celowaé¢ w okreslone elementy komorkowe — biatka, agregaty,
rybosomy, organelle w tym mitochondrium i retikulum endoplazmatyczne oraz inwazyjne
patogeny [12]. Podobnie jak autofagia nieselektywna, autofagia selektywna zachodzi
konstytutywnie i moze by¢ indukowana w odpowiedzi na okreslone warunki. Oprocz
utrzymywania homeostazy komoérkowej, autofagia petni roéwniez szereg krytycznych funkcji
w roznicowaniu i1 rozwoju komorek, homeostazie tkanek, przeciwdziataniu starzeniu si¢
i odpornosci [13]. Biorac pod uwagg znaczenie autofagii, nie jest zaskakujace, ze zaburzenie
procesu zwigzane jest z wieloma schorzeniami wystepujacymi u czlowieka w tym

z chorobami nowotworowymi, neurodegeneracyjnymi, zakaznymi i uktadu krazenia [10].



1.1. Rodzaje autofagii
Wyroéznia si¢ trzy typy degradacji zaleznej od lizosomow: mikroautofagia, autofagia zalezna
od chaperonow (CMA, ang. Chaperone Mediated Autophagy) i makroautofagia, roznigce

si¢ od siebie charakterem tadunku i sposobem jego dostarczenia do lizosoméw [14].

W mikroautofagii btona lizosomu owija i pochtania cze$¢ cytozolu wraz z elementami
komoérkowymi — kluczowym punktem jest to, ze wychwyt tadunku zachodzi bezposrednio
na powierzchni lizosomoéw, bez posredniego autofagosomu [15]. Obecnie identyfikuje si¢
wiele rodzajow procesow mikroautofagicznych, ktérych mechanizmy réznig si¢ od siebie.
Znane funkcje mikroautofagii obejmuja kontrole jakosci biatek, przebudowe organelli
1 adaptacj¢ w warunkach stresu, natomiast jej rola w chorobach cztowieka pozostaje

niejasna. [10, 16]

CMA jest formag selektywnej autofagii, ktéra rowniez bezposrednio dotyczy tadunkow
cytozolowych, ale w tym przypadku substraty ograniczaja si¢ do pojedynczych biatek.
Bialka zawierajagce motyw pentapeptydowy KFERQ moga by¢ rozpoznawane przez
chaperon HSPAS8 znany rowniez jako biatko szoku termicznego HSC70 (ang. heat shock),
anastgpnie kierowane do lizosomu poprzez wigzanie z LAMP2A (ang. lysosomal associated
membrane protein 2A) [10, 17]. Autofagia zalezna od chaperonéw odgrywa roézne role
fizjologiczne, a badania nad regulacja CMA powigzaly ja z r6znymi chorobami czlowieka
w tym chorobami neurodegeneracyjnymi, zaburzeniami metabolicznymi i nowotworami
[17, 18].

Najbardziej powszechng formg autofagii jest makroautofagia (nazywana autofagig), ktora
obejmuje tworzenie de novo struktur o podwojnej blonie zwanych fagoforami,
dojrzewajacych do autofagosoméw. Transportuja one tadunek do organelli
odpowiadajacych za ich rozktad — lizosoméw lub wakuoli u roslin [10]. Proces autofagii jest
realizowany 1 $cisle regulowany przez produkty biatkowe genéw ATG (ang. AuTophaGy

related genes) [19].

1.2. Mechanizm molekularny autofagii

Proces autofagii mozna podzieli¢ na cztery etapy: inicjacja i tworzenie fagoforu, wydtuzanie
fagoforu i jego zamknigcie w celu utworzenia autofagosomu, fuzja autofagosomu
z lizosomem, degradacja elementow komoérkowych przez enzymy lizosomalne (Ryc. 1).

Indukcja autofagii zalezy od dostepnosci sktadnikow odzywcezych takich jak glukoza czy



aminokwasy, a takze obecnosci insuliny lub czynnikow wzrostu. Wszystkie te elementy
oddziatuja przez szlak sygnalizacyjny kinazy mTOR (ang. mammalian target of rapamycin).
W komorkach ssakow kinaza mTOR wchodzi w sktad dwoch kompleksow — mTORC1 oraz
MTORC2. mTORC1 odpowiada za synteze biatek 1 wzrost komoérek. Dziatajac jak swoisty
sensor, kontroluje formowanie fagoforu i hamuje inicjacje autofagii poprzez fosforylacje

biatek kompleksu inicjacyjnego [14].

Podczas niedoboru skladnikow odzywczych, aktywnos¢ mTORCI1 spada, czego
nastepstwem jest defosforylacja i tym samym aktywacja kompleksu ULK1 (ang.
Uncoordinated-51-like kinase 1). Nastgpnie ULK1 fosforyluje biatka ATG13 i FIP200 (ang.
Focal adhesion kinase family interacting protein of 200kDa; ortolog drozdzy Atg17), a takze
oddziatuje z ATGI01, razem formujac kompleks ULK odpowiedzialny za inicjacj¢
tworzenia fagoforu [20, 21]. W proces nukleacji zaangazowana jest 3-kinaza
fosfatydyloinozytolu (ang. Phosphoinositide 3-kinase, PI3K) okreslana jako Vps34 (ang.
Vacuolar protein sorting 34). Aktywowana przez Vpsl5 kinaza PI3K w potaczeniu
z Bekling-1 tworzy kompleks odpowiedzialny za przeksztatcenie fosfatydyloinozytolo-4,5-
difosforanu do fosfatydyloinozytolo-3,4,5-trifosforanu  (ang.  Phosphatidylinositol
3-phosphate, PIP3). Poprzez interakcje z ATG14, Vps34 kieruje kompleks do powstajace;j

btony autofagosomalnej dzigki czemu mozliwe jest jej formowanie [22, 23].

W elongacje fagoforu i przeksztalceniu go w autofagosom sg zaangazowane dwa kompleksy
biatek — kompleks ATG12-5-16L oraz LC3 (ssaczy ortolog Atg8). Pierwszy z nich wymaga
obecnosci czterech biatek: ATG7, ATG10, ATG5 i ATG12. ATG7 petnigce rolg enzymu
typu E1 aktywuje glicyne na C-koncowym odcinku biatka ATG12. Nastepnie przy udziale
ATGI10 peligcym role podobng do enzymu typu E2, ATG12 zostaje nieodwracalnie
sprzgzone z ATGS poprzez potacznie glicyny z C-konca ATG12 z lizyng 149 w ATGS.
W kolejnym etapie powstaty koniugat taczy sig¢ z biatkiem ATG16L (ortolog drozdzy Atgl6)
tworzac kompleks ATG12-5-16L, niezbedny do wydluzania fagoforu i utworzenia
autofagosomu. LC3 (ang. Light Chain 3; ssaczy ortolog Atg8) to drugi kompleks
zaangazowany w wydtuzanie fagoforu. Biatko LC3 jest obecne w cytozolu i syntetyzowane
jako nieaktywna forma pro-LC3. Do powstania aktywnej formy LC3-I dochodzi w wyniku
cigcia proteolitycznego na jego C-koncu przez proteazg cysteinowa ATG4B [23, 24].
Przeksztatcenie LC3-1 do dojrzatej formy LC3-II odbywa si¢ przy udziale ATG7 (funkcja
enzymu E1) i ATG3 (funkcja enzymu E2), a takze w wyniku odwracalnego sprzg¢gania



z fosfatydyloetanoloaming (PE). Biatko LC3-II znajduje si¢ zarowno w zewnetrznej, jak

1 wewnetrznej blonie autofagosomalnej 1 jest odpowiedzialne za jej elongacije [23].
¢ ] g 1 1] p J€J gacje

Po zakonczeniu tworzenia si¢ autofagosomow zachodzi proces dojrzewania, w ktérym
autofagosomy moga natychmiast laczy¢ si¢ z lizosomami tworzgc autofagolizosomy.
Dokowanie i fuzj¢ autofagosomow z lizosomami utatwiajg biatka zwigzane z btong lizosomu
LAMP-1 i LAMP-2 (ang. lysosomal associated membrane proteins 1 and 2) oraz biatka
SNARE [26]. Oba biatka LAMP przyczyniajg si¢ do fuzji lizosomu, jednak dominujgcg role
moze odgrywa¢ LAMP-2, gdyz jego niedobor ma bardziej niekorzystne skutki niz niedobor
LAMP-1 [27-29].

Ostatnim etapem procesu jest degradacja organelli komorkowych oraz elementéw
cytoplazmy znajdujacych si¢ w autofagolizosomie z udziatem enzyméw lizosomalnych.
Ladunek jest degradowany do podstawowych elementow budulcowych — aminokwasow,
kwasow thuszczowych, ktore sa poddawane recyklingowi i ponownie wykorzystywane przez

komorki, umozliwiajgc im oporno$¢ na warunki stresowe oraz przetrwanie [23].
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Rycina 1. Mechanizm autofagii
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1.3. Sciezki sygnalowe kontrolujace autofagie

W  prawidlowych warunkach fizjologicznych autofagia odpowiada za utrzymanie
homeostazy komorkowej [30, 31]. Pod wptywem zaburzen Srodowiskowych (niedobor
sktadnikow odzywczych, stres retikulum endoplazmatycznego czy niedotlenienie),
autofagia jest modulowana w celu umozliwienia adaptacji i przezycia komoérek. Za zmiany
odpowiedzialnych jest kilka szlakow sygnalizacyjnych: mTOR, AMPK (ang. AMP-
activated protein kinase), Wnt (ang. Wingless-type like signaling) i TGFB (ang.
Transforming growth factor B) [31-34].

Ssaczy ortolog drozdzowego biatka TOR, mTOR, odgrywa kluczowa role w regulacji
autofagii, poprzez wykrywanie stresu wewnatrzkomorkowego oraz stresowych czynnikoéw
srodowiskowych [31, 32]. Jako negatywny regulator autofagii, mTOR integruje
poprzedzajace sygnaly z innych czasteczek, w tym AMPK i PI3K [32, 35, 36]. mTOR
wchodzi w sktad dwoch odrgbnych kompleksow, kompleksu mTORC1 i mTORC2 [37, 38].
Funkcjonalnie, mTORC1 odpowiada na poziom sktadnikow odzywczych, podczas gdy na
mTORC2 majag wptyw czynniki wzrostu [37]. Aktywacje mTORC2 mozna roéwniez
osiaggna¢ dzigki obecnos$ci aminokwaséw poprzez sygnalizacje PI3K/AKT [39].
W srodowisku bogatym w sktadniki odzywcze aktywna mTOR inaktywuje ULK1 poprzez
fosforylacje Ser-757 tym samym uniemozliwiajgc indukcje autofagii [40]. W przypadku
niedoboru sktadnikéw odzywczych lub stresu komorkowego aktywnos¢ mTOR spada

i dochodzi do inicjacji autofagii [41-46].

Kinaza bialkowa aktywowana przez AMP (AMPK) to kinaza odpowiadajaca za homeostaze
energetyczng, ktora indukuje autofagi¢ poprzez kontrolowanie poziomu ATP i AMP [47,
48]. W odpowiedzi na niedobdr energetyczny, AMPK jest aktywowana przez zalezng od
wapnia/kalmoduliny kinaze biatkowa B (ang. calcium/calmodulin-dependent protein kinase
S, CaMKKp) i watrobowg kinaz¢ B1 (ang. liver kinase B1, LKB1) poprzez fosforylacj¢ na
reszcie Thr-172 [49-51]. Aktywowany AMPK fosforyluje TSC2 (ang. tuberous sclerosis
complex 2) i ostabia aktywno$¢ mTOR prowadzac do inicjacji autofagii [40, 52, 53]. Co
wiecej, podwyzszone wewnatrzkomdrkowe stezenie wapnia wywotane stresem ER moze

takze promowac autofagie poprzez aktywacje¢ AMPK [52, 54].

Odnotowano sprzgzenie zwrotne pomiedzy mechanizmem autofagii a szlakiem
sygnalizacyjnym Wnt/ B-katenina [55]. Wykazano, ze B-katenina wptywa na regulacje

formowania autofagosomow zaréwno w warunkach niedoboru jak i dostgpu do sktadnikow
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odzywczych [56]. Wyniki dotychczasowych badan wykazaty rowniez, ze f-katenina hamuje
transkrypcje biatka p62 poprzez wigzanie si¢ do czynnika transkrypcyjnego TCF4 [56].
Ponadto p-katenina integrujac sygnaty wzrostu i czynniki stresu wptywa na skoordynowanie
procesu proliferacji i autofagii. W warunkach standardowych poziom autofagii jest niski, co
moze by¢ zwigzane z tym, ze B-katenina wpltywa na autofagic hamujac ekspresje p62.
W warunkach ograniczonego dostepu do sktadnikow odzywczych B-katenina umozliwia
aktywacje autofagii poprzez transkrypcj¢ p62 [56], po czym nast¢puje sprzezenie zwrotne,

w wyniku ktérego podczas procesu autofagii dochodzi do degradacji -kateniny [56].

Szlak sygnatowy transformujgcego czynnika wzrostu B (TGFp) reguluje szereg funkcji
biologicznych, w tym proliferacj¢, réznicowanie, migracje i adhezje komoérek w celu
utrzymania homeostazy komorkowej [57]. W kontekscie autofagii, TGFP oddziatuje
zarbwno przez szlak zalezny jak i niezalezny od bialek Smad promujac tworzenie
autofagosomu i konwersji LC3-1 do LC3-11 [58-60]. W komoérkach raka nerki traktowanych
TGFp zaobserwowano zwickszong ekspresje markerow autofagii, LC3-11 i bekliny-1 [61].
Ponadto, aktywacja autofagii moze z kolei wzmacnia¢ ekspresj¢ TGFp, tworzac w ten

sposob petle dodatniego sprzgzenia zwrotnego w progresji nowotworu [62, 63].

1.4. Rola autofagii w procesie nowotworzenia

Autofagia to ewolucyjnie zachowany proces utrzymania homeostazy komorkowej. Dzigki
recyklingowi makroczasteczek, a nastgpnie wykorzystaniu ich jako zrédla skladnikow
odzywczych, autofagia jest $cisle zwigzana z przezyciem komorek [64]. Jednakze,
niekontrolowana i stata aktywacja autofagii moze prowadzi¢ do dezintegracji komorki
i ostatecznie jej Smierci [65, 66]. Zaburzenia autofagii sg zwigzane z wieloma chorobami
w tym chorobami neurodegeneracyjnymi [67], chorobami zakaznymi, nowotworami
zto§liwymi watroby, jelita grubego, zotadka, piersi czy jajnikow [64, 68]. Rola autofagii
W procesie nowotworzenia jest niejasna, poniewaz uwaza sig¢, ze z jednej strony zapobiega
ona transformacji nowotworowej, ale z drugiej — promuje wzrost guza. Poczatkowo
uwazano, ze autofagia odgrywa rol¢ ochronng przed rozwojem nowotworu. Badania
wykazaly, ze monoalleliczna delecja genu kodujacego bekling-1 wptywa na inaktywacje
procesu autofagii w raku piersi, jajnika i prostaty [69-72]. Tym samym wyciggni¢to
whniosek, ze zahamowanie autofagii przyczyniato si¢ do rozwoju nowotworu. Stwierdzono
tez, ze pacjentki z rakiem jajnika z wysoka ekspresja bekliny-1 maja lepsze rokowania, co

sugeruje, ze autofagia moze ogranicza¢ progresje raka [73]. Ponadto zaobserwowano
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zmniejszong ekspresje genow ATGS, ATG7 i bekliny-1 w komoérkach raka
watrobowokomorkowego (ang. hepatocellular carcinoma, HCC). Warto zaznaczy¢, ze
ekspresja bekliny-1 byta znaczaco obnizona w komérkach HCC w poréwnaniu z tkankg
niezmieniong nienowotworowo [74]. Przeciwnie w przypadku pacjentéw z czerniakiem —
zaobserwowano wzrost poziomu autofagii okreslony wzrostem poziomu LC3-II i iloscig
autofagosomow [75]. W raku jelita grubego (ang. colorectal cancer, CRC) ekspresja LC3
w komorkach guza byla znacznie wyzsza w poroéwnaniu do odpowiadajacej tkanki
prawidtowej, co wskazywato na zwigkszong aktywnos$¢ autofagii. Co wazniejsze, ekspresja
LC3 korelowala z agresywno$cig nowotworu sugerujagc tym samym promowanie
nowotworu przez autofagie [76]. Pomimo zmniejszonej ekspresji bekliny-1 w czgsci
preparatow raka jelita grubego, nadekspresja bekliny-1 w CRC byta istotnie skorelowana
z zajeciem weztow chlonnych 1 naczyn, a takze wysokim stopniem zlosliwos$ci
histologicznej [77]. W przypadku raka zotadka badacze rowniez uzyskali rozbiezne wyniki
w ekspresji bekliny-1. W czgéci preparatdow nowotworowych zaobserwowano spadek
ekspresji bekliny-1 w porownaniu z tkankg prawidlowa, natomiast w wigkszosci z nich
zaobserwowano jej zwickszong ekspresje w porOwnaniu z sgsiadujaca tkanka
nienowotworowa [78, 79]. Podsumowujac, sugeruje si¢ rownie wazng role autofagii
w dziataniu hamujacym, jak 1 promujgcym rozwdj nowotworéw okreslajac jej dziatanie jako

miecz obosieczny (ang. double-edged sword) [34].

1.4.1. Autofagia jako supresor transformacji nowotworowej

W warunkach prawidtowych 1 we wezesnym stadium nowotworu autofagia stuzy jako tarcza
chronigca komorki przed szkodliwymi bodzcami i1 zto§liwg transformacja. Ograniczajac
negatywny wptyw reaktywnych form tlenu (ang. reactive oxygen species, ROS), autofagia
zapobiega uszkodzeniom DNA i utrzymuje integralno$¢ genomu [80]. Podczas niedoboru
sktadnikow odzywczych autofagia jest indukowana przez produkcje ROS,
w szczeg6lnosci H20., ktory odwracalnie modyfikuje reszty cysteinowe ATG4 poprzez ich
utlenianie i tym samym zaburza jego strukture uniemozliwiajac odtaczenie lipidow z LC3.
Skutkiem tego jest akumulacja lipidowanej formy LC3 i nasilone tworzenie autofagosomow
[81]. Hamowanie autofagii sprawia, ze unie$miertelnione komorki nerki myszy (ang.
immortalized mouse kidney, iBMK) sg podatne na mutacje i niestabilno$¢ chromosomow,
ktore moga prowadzi¢ do aneuploidii [80]. Ponadto, komorki iBMK z defektem autofagii,
ktore doswiadczaja stresu metabolicznego wykazuja nagromadzenie p62 wraz

z uszkodzonymi mitochondriami 1 biatkami opiekunczymi ER wskazujac na niepowodzenie
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w usuwaniu bialek. Z kolei akumulacja p62 sprzyja wytwarzaniu ROS i wywoluje
uszkodzenie DNA, co ostatecznie przyczynia si¢ do rozwoju nowotworu [82].
W przeciwienstwie do tego, autofagia hamuje powstawanie nowotworow przez eliminacje
toksycznych mutagendéw oraz unikanie akumulacji defektow genetycznych. Mechanizm ten
zapobiega rowniez nadmiernemu stanowi zapalnemu, hamujac wzrost komorek
nowotworowych [68]. Ponadto, zmniejszona autofagia w komorkach raka nerki sprzyja
proliferacji komorek, co sugeruje, ze autofagia jest wymagana do ograniczenia wzrostu

komorek nowotworowych [83].

1.4.2. Autofagia jako promotor transformacji nowotworowej

Podczas rozwoju i ekspansji nowotworu, szybko proliferujace komorki rakowe zwykle
napotykaja Srodowisko, w ktorym brakuje zarowno tlenu, jak i sktadnikow odzywczych. Jest
to szczegdlnie obserwowane w $rodkowych obszarach guza, ktory czgsto jest stabo
unaczyniony. Dlatego, w poréwnaniu do prawidlowych komoérek, komoérki nowotworowe
muszg przystosowac si¢ i mutowac, aby poradzi¢ sobie z takimi warunkami, nie tylko po to,
aby przetrwac, ale takze dalej rosngé. W 2000 roku naukowcy odkryli, ze wiele rodzajow
komorek nowotworowych —m.in. raka watroby, trzustki, zotadka i okr¢znicy —w warunkach
niedozywania przezywa znacznie dluzej niz prawidtowe ludzkie fibroblasty [84]. Poniewaz
autofagia jest kluczowym procesem komorkowym, ktory zapewnia przezycie w warunkach
stresu, nie jest zaskakujace, ze proces ten ma szczegdlne znaczenie w przypadku komorek
nowotworowych, poniewaz wspiera utrzymanie i wzrost guza. Pionierskie badania
sugerujace, ze autofagia moze sprzyjac przezyciu komorek nowotworowych przeprowadzit
zespot E. White w 2006 roku. Badacze odkryli, ze autofagia jest znaczaco indukowana
w komorkach nowotworowych, szczeg6lnie w regionach objetych stresem metabolicznym,
w ktérych moze hamowaé powstawanie komorek nekrotycznych i promowaé przezycie
komorek [85]. Zgodnie z tymi obserwacjami, w 2008 roku, dwie inne grupy odkryly, ze
LC3, kluczowy marker autofagii, jest podwyzszony w nowotworach przewodu
pokarmowego [86] i trzustki [87]. Wykazano takze, ze autofagia jest niezbedna do wzrostu
guza gruczolakoraka przewodowego trzustki (ang. pancreatic ductal adenocarcinoma,
PDAC), poniewaz po zastosowaniu inhibitora autofagii chlorochiny wzrost guza jest

zahamowany [88].

W zwigzku z tym, ze autofagia przyczynia si¢ do wzrostu guzow nowotworowych wiele

grup badawczych podjeto intensywne badania majgce na celu doktadne poznanie
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mechanizmu autofagii oraz odpowiedz na pytanie, czy autofagia moze by¢ celem
terapeutycznym. Wstepne badania koncentrowaly si¢ na protoonkogenie RAS, ktérego
mutacje zaobserwowano w 30% nowotworow [89]. Badania przeprowadzone w 2011 roku
przez grupe E. White wykazaly, ze autofagia utatwia wzrost i przezycie wielu typow
nowotworéw wywotywanych przez mutacje w genie RAS w tym raka pluc, raka jelita
grubego i raka prostaty [90]. Inne badanie dodatkowo wykazato, Zze autofagia jest
wykorzystywana do utrzymania stabilnosci genomu mitochondrialnego i przyczynia si¢ do
prawidlowego funkcjonowania szlaku pentozofosforanowego i cyklu Krebsa [91]. Zjawisko
to jest nie tylko ograniczone do nowotworéw pluc wywolywanych przez mutacje RAS, ale
potwierdzono to rowniez w przypadku komoérek guza ptuca indukowanych mutacjg V600E
w genie BRAF, gdzie delecja ATG7 prowadzi do akumulacji wadliwych mitochondriow
1 ogdlnego zaburzenia metabolizmu [92]. Lacznie obserwacje te wskazuja, ze utrzymanie
prawidtowej homeostazy mitochondriow moze by¢ jednym z kluczowych mechanizméw, za

pomoca ktorych autofagia wspiera wzrost komorek nowotworowych.

Do niedawna uwazano, ze autofagia zalezy gtéwnie od regulacji szlakéw sygnalizacyjnych
reagujacych na skladniki odzywcze. Coraz wigcej dowodow wskazuje, ze w szybkiej
indukcji autofagii posrednicza procesy zachodzgce w cytoplazmie, jednakze procesy
zachodzace w jadrze rowniez sg bardzo wazne dla trwatej odpowiedzi oraz ekspresji genow
zaangazowanych w autofagi¢ [93, 94]. Ekspresja transkrypcyjna danego locus jest w duzej
mierze zdeterminowana przez konformacje¢ chromatyny: region musi by¢ dostepny dla
czynnikow regulatorowych i maszynerii transkrypcyjnej. Uznaje sie, ze zmiany
epigenetyczne ogrywaja znaczaca role w powstawaniu i progresji guza. Ostatnie badania
sugeruja, ze zmiany epigenetyczne moga odgrywac role w regulacji gendw autofagii

w nowotworach [94].

2. Struktura i funkcja kompleksu represyjnego Polycomb 1

Biatka z grupy Polycomb (ang. Polycomb group protein, PcG) sg dobrze przebadang grupa
modyfikatorow chromatyny, ktore pierwotnie zidentyfikowano u Drosophila melanogaster
[95-97]. Od tego czasu wykazano, ze sa obecne u innych zwierzat, takze u ssakow. Biatka
Polycomb s3 zazwyczaj podzielone jako nalezace do jednego z dwoch odrgbnych
kompleksow wielobiatkowych: kompleksu represyjnego Polycomb 1 i 2 (ang. Polycomb
Repressive Complex 1 and 2, PRC1 and PRC2) [98, 99]. Kompleksy majg rozne aktywnosci

katalityczne, ale oba sa zwigzane z wyciszaniem transkrypcji [100]. Poprzez modyfikacje
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histonéw oba kompleksy Polycomb reguluja ekspresje czynnikéw transkrypcyjnych oraz
gendéw kodujacych biatka szlakow sygnalizacyjnych wplywajac tym samym na liczne
procesy komorkowe [101]. Zaburzenia w ekspresji i aktywnos$ci biatek wchodzgcych w
sktad kompleksoéw represyjnych Polycomb mogg doprowadzi¢ do nieprawidlowej regulacji
genow kontrolujacych podziaty, wzrost, apoptoze czy migracje komoérek, prowadzac do

rozwoju i progresji nowotworow [9].

Kompleks PRC2 jest odpowiedzialny za mono-, di- oraz trimetylacj¢ histonu H3 na lizynie
27 (H3K27mel, H3K27me2, H3K27me3). Aktywnos¢ katalityczna PRC2 zalezy od trzech
podjednostek: EED (ang. embryonic ectoderm development), SUZ12 (ang. suppressor of
zeste 12) oraz wykazujacego aktywnos$¢ metylotransferazy biatka EZH2 (ang. enhancer of
zeste 12) i/lub jego paralogu EZH1 [102 — 104]. Razem z RBBP4 lub RBBP7 (ang.
Retinoblastoma binging protein 4 or RB binding protein 7) biatka te s3 uwazane za
podstawowe sktadniki PRC2 i laczg si¢ z wieloma innymi biatkami tworzac nowo

zidentyfikowane ztozone warianty PRC2 [105].

Kompleks PRC1 posiada aktywno$¢ ligazy ubikwitynowej E3, ktora w komorkach ssakow
modyfikuje specyficznie lizyng 119 histonu H2A (H2AK119ub) i odpowiada gtownie za jej
monoubikwitynylacje [106].

W ostatnich latach stato si¢ jasne, ze PRC1 nie jest pojedynczym kompleksem, ale co
najmniej o$mioma réznymi kompleksami, zdefiniowanymi przez zestaw podjednostek,
ktoére nadaja r6zne funkcje biologiczne. Te ztoZzone warianty mozna dalej klasyfikowac jako
kanoniczne lub niekanoniczne PRCI1, w zaleznos$ci od tego czy zawieraja one biatko CBX
(ang. Chromobox) czy jedno z dwoch homologicznych biatek, odpowiednio RYBP (ang.
RING1 and YY1 binding protein) i YAF2 (ang. YY1-associated factor 2) [107]. Zaréwno
kanoniczne, jak i niekanoniczne PRC1 charakteryzuja si¢ obecnoscig RING1A (ang. Really
Interesting New Gene 1A) i jego paralogu RING1B, ktory jest podjednostka odpowiedzialng
za katalityczng aktywno$¢ PRC1. Kompleksy PRC1 sg ponumerowane PRC1.1 — PRC1.6,
zgodnie z tym, ktore z szesciu biatek PCGF (ang. Polycomb group ring finger) zawieraja.
Niekanoniczne warianty PRC1 zawieraja kazde z szesciu biatek PCGF, ale MEL18 (znany
rowniez jako PCGF2) oraz BMI-1 (znany rowniez jako PCGF4) wystepuja takze
w kanonicznym kompleksie Polycomb [100, 107, 108] (Ryc. 3).
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Rycina 2. Budowa kompleksu PRC1 z uwzglednieniem podzialu na wariant kanoniczny

1 niekanoniczny oraz wystepujacymi w nich biatkami.

2.1. BMI-1

Biatko BMI-1 [ang. B-lymphoma Mo-MLV insertion region-1 homolog] jest najlepiej
poznanym biatkiem kompleksu PRC1 1 pelni istotng role w wielu procesach, w tym regulacji
cyklu komoérkowego, odpowiedzi na uszkodzenia DNA, proliferacji i starzeniu komorek
oraz nowotworzeniu [109]. BMI-1 jest kodowane przez gen BMI1 zlokalizowany na krotkim
ramieniu chromosomu 10 1 sklada si¢ 10 eksonow 1 9 intronéw. Produktem jest biatko
o masie czasteczkowej okoto 37 kDa, zbudowane z 326 aminokwasoéw [110]. Biatko
BMI-1 w swojej strukturze zawiera 3 charakterystyczne regiony: centralng domen¢ HTH
(ang. helix-turn-helix), N-koncowa domene¢ RING oraz C-koncowa domeng PEST (prolina
— kwas glutaminowy — seryna — treonina) [110-112]. Domena RING sktada si¢ z potrdjnie
skreconej B-kartki, dwoch petli wiazacych cynk oraz a-helisy [111]. Dzigki domenie RING,
BMI-1 moze lokalizowa¢ si¢ w obrgbie peknie¢ DNA, co ma kluczowe znaczenie dla jego
roli w szlaku odpowiedzi na uszkodzenia DNA (ang. DNA Damage Response, DDR),
natomiast domena HTH ufatwia wigzanie BMI-1 do DNA [113]. Domena PEST jest
regionem bogatym w proling, kwas glutaminowy, seryn¢ 1 treoning, a jego funkcja to
kierowanie BMI-1 do degradacji [114]. Oprocz trzech podstawowych funkcjonalnych
regionow, biatko BMI-1 zawiera rowniez dwa sygnaty lokalizacji jadrowej NLS1 i NLS2
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(ang. Nuclear Localization Signal), jednak tylko utrata NLS2 moze znaczaco ograniczac
lokalizacje¢ jadrowa BMI-1 [115].

BMI1, jeden z pierwszych genéw PcG zidentyfikowanych u ssakow, odkryto w badaniu
przesiewowym pod katem genéw wspotdzialajacych z protoonkogenem c-myc
w biataczkach z komorek B i T [116-118]. Ekspresja BMI1 hamuje czesciowo indukowang
c-myc apoptoze zalezng od p19°RF poprzez hamowanie ekspresji locus INK4a/ARF [119].

Coraz wigcej] dowodow wskazuje, ze BMI-1 sprzyja powstawaniu nowotworow.
W badaniach przeprowadzonych na modelu mysim niedrobnokomoérkowego raka ptuca
wykazano, ze supresja locus INK4a-ARF przez BMI-1 jest niezbedna w procesie
nowotworzenia indukowanego aktywnoscig K-Ras [120]. Nadekspresja BMI-1 prowadzi do
immortalizacji fibroblastow [121], zwigksza takze ekspresje telomerazy wydluzajac
zywotnos¢ komorek nabtonkowych piersi i zwigkszajac ich potencjat replikacyjny [122].
Wyniki badan wykazaty takze nadekspresje BMI-1 w komorkach raka jelita grubego [123],
rdzeniaku [124], krtani [125], piersi [125], prostaty [127-129], trzustki [130] oraz
niedrobnokomoérkowym raku ptuca [131, 132]. Zwigkszony poziom BMI-1 obserwowany
jest takze we wszystkich pierwotnych biataczkach szpikowych [133] i chtoniakach komorek
plaszcza [134]. Co wigcej, aktywno$¢ onkogeniczna BMI-1 wykazuje powigzanie
z aktywnoscig PTEN (ang. phosphate and tensin homolog), dobrze poznanego supresora
nowotworowego [135]. Wykazano, ze jadrowy PTEN hamuje zdolno$¢ BMI-1 do supresji
p16'™NK4 i p19ARF/p14ARF oraz indukowania nadekspresji telomerazy w linii komoérkowej
DU145 raka prostaty [136]. Terapia genowa celujaca w BMI-1 moze zahamowaé rozwoj

chemioopornoséci nowotwordéw i poprawia rokowania [112].

2.2. RING1A i RING1B

RING1A i jego paralog RING1B (ang. Really Interesting New Gene 1A/B) stanowig rdzen
kompleksu PRC1, petnigc role katalitycznej podjednostki kompleksu. Biatko RINGI1B
sktada si¢ z 336 aminokwasow i jest kodowane przez gen RNF2 zlokalizowany na dtugim
ramieniu chromosomu 1, a jego region kodujacy zawiera 9 eksonéw [137]. Biatko RING1A
jest kodowane przez gen RING1 zlokalizowany na krotkim ramieniu chromosomu 6. Region
kodujacy RINGL1 sklada si¢ z 7 eksonow, a powstale biatko zawiera 406 aminokwasow
[138]. Oba biatka maja podobng strukturg, zawierajag N-koncowa domene RING dzieki
ktorym mogg tworzy¢ heterodimery z biatkami PCGF oraz C-koncowa domen¢ RAWUL
(ang. Ring-finger and WD40 associated Ubiquitin-Like) [139-142]. Domeny RAWUL
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oddziatujg z biatkiem CBX lub RYBP (lub jego homologiem YAF2) w sposdb wzajemnie
wykluczajacy si¢ [107, 141, 143, 144], podczas gdy kazde biatko PCGF wydaje si¢
selektywnie oddziatywac ze specyficznymi partnerami wigzacymi, definiujac strukturg
kompleksu PRC1, a co za tym idzie ich poziom aktywnos$ci ubikwitynylacyjnej, a takze

lokalizacje genomowa [107, 145].

Chociaz zarowno RING1A jak i RING1B sg zaangazowane w monoubikwitynylacj¢ histonu
H2A, dominujacg role petni RINGIB, utrata ktorego prowadzi do znacznego spadku
ubikwitynylowanego H2A. Utrata RING1A ma na to tylko niewielki wptyw. BMI-1 petni
funkcje¢ regulujaca aktywnosé ligazy E3 RING1B [8].

Znaczenie komponentéw kompleksu PRC1 poza BMI-1 w powstawaniu i progresji
nowotworow jest stabiej poznane, ale coraz wigcej badan potwierdza wazng role RING1B
W nowotworzeniu oraz jego wptyw na cechy kliniczno-patologiczne w roznych typach
nowotworow. Wyniki badan wykazuja podwyzszony poziom RING1B w chorobach
nowotworowych, a zahamowanie jego ekspresji prowadzito do spadku proliferacji czy

indukcji apoptozy [137].

Su i wsp. wykazali, ze istnieje statystycznie istotna korelacja pomig¢dzy nadekspresja
RING1B a niska ekspresjg p53 w ponad 60% przypadkow surowiczych torbieli jajnika
1 90% przypadkow raka §luzowego jajnika (ovarian mucinous carcinomas). W badaniach in
vitro z wykorzystaniem komorek raka jajnika A2780 stwierdzono, ze wyciszenie RNF2
wplywato na zahamowanie proliferacji, jednak w przypadku jednoczesnego wyciszenia

RNF2 i p53 spadek proliferacji nie zostat zaobserwowany [146].

Bosch i wsp. przy pomocy immunohistochemii okreslili ekspresje RING1B w 10 probkach
chirurgicznych inwazyjnego raka przewodowego i w 6 tkankach inwazyjnego raka
przewodowego piersi. Zaobserwowano umiarkowang intensywno$¢ sygnalu barwienia
RING1B w komorkach nowotworowych w poréwnaniu do komoérek prawidtowych
przewodow sutkowych gdzie sygnal byl prawie niewykrywalny. Barwienie
immunohistochemiczne RING1B w komorkach, ktore zaatakowaly otaczajaca tkanke
thuszczowg osiggneto maksymalng intensywnos$¢. Wyniki badan wykazaly, ze wyciszenie
ekspresji RNF2 z uzyciem siRNA w liniach komérkowych raka piersi MCF-7 i MDA-MB-
231 spowodowato spadek poziomu ubikwitynylacji histonu H2A w regionie promotorowym
p63 czego skutkiem byl wzrost jego ekspresji. p63 wptywa na ekspresje Hsp70, ktore
zapobiega hydrolizie biatka FAK przez kaspazg-3. Innymi stowy, RING1B stabilizuje
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poziom p-FAK, co prowadzi do zmian fenotypowych wymaganych w procesie imigracji

1 inwazji komérek nowotworowych zaro6wno in vivo jak i in vitro [147].

Wei i wsp. badali ekspresje RING1B w raku prostaty. Wyniki barwienia
immunohistochemicznego w 81 preparatach raka prostaty i 71 preparatach tagodnego
rozrostu gruczolu krokowego (ang. bening prostatic hyperplasia, BPH) wykazaty, ze
$rednio ekspresja RING1B w preparatach raka prostaty byta wyzsza niz w preparatach BPH.
Ponadto stwierdzono, ze wyciszenie RNF2 przez siRNA moze skutecznie hamowac¢ cykl
komodrkowy w liniach komoérkowych DU145 i LNCaP raka prostaty i indukowa¢ apoptozg.
Dodatkowo, zaobserwowano znaczace zahamowanie wzrostu ksenograftow raka prostaty

z wyciszonym shRNF2 u bezgrasiczych nagich myszy [148].

Wyniki badan immunohistochemicznych przeprowadzone przez Chen i wsp. wykazaty
wysoka ekspresje RING1B w komorkach raka przewodu trzustkowego w poréwnaniu do
komorek prawidtowych, gdzie sygnat byt staby lub niewykrywalny. Podobne wyniki
uzyskano rowniez w przypadku czynnika transkrypcyjnego Snail. Analiza potwierdzita
istnienie dodatniej korelacji migdzy ekspresjg Snail a RING1B. Snail odgrywa wazng role
w regulacji przejscia epitelialno-mezenchymalnego oraz w przerzutach wielu nowotworow.
Dalsze badania nad mechanizmem dziatania wykazaty, ze Snail moze rekrutowa¢ RING1B
i jego paralog RING1A formujac kompleks. EZH2 rekrutuje kompleks Snail-RING1A/B do
promotora genu E-kadheryny, ktory indukuje modyfikacje H2AK119Ubl hamujgc

transkrypcje genu docelowego i promowata przejs$cie epitelialno-mezenchymalne [149].

Udziat RING1B  zaobserwowano takze w  innych  nowotworach: raku
watrobowokomorkowym [150], czerniaku [151], raku Zzotadka [152] czy raku urotelialnym
pecherza moczowego [153]. Powyzsze badania pokazuja, ze RINGI1B uczestniczy

w progresji wielu nowotwordéw €0 czyni go potencjalnym celem dla terapii nowotworowych.

2.3. Udzial bialek kompleksu PRC1 w procesie autofagii
Ostatnie doniesienia sugerujg, ze BMI-1 moze by¢ zaangazowane w zahamowanie procesu

autofagii w niektoérych komoérkach nowotworowych.

Wyniki badan przeprowadzonych przez Dey i wsp. wykazaly indukcje¢ procesu autofagii
w komorkach raka jajnika OVCAR4 i CP20 z wyciszong ekspresja BMI1. W wyniku
transfekcji komorek z uzyciem siRNA, a takze zahamowaniu ekspresji BMI1

z wykorzystaniem inhibitora PTC-209 (ang. N-(2,6-dibromo-4-methoxyphenyl)-4-(2-
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methylimidazo[1,2-a]pyrimidin-3-yl)-2-thiazolamine) zaobserwowano formowanie
autofagosomow 1 wzrost poziomu LC3-1l z jednoczesnym spadkiem ekspresji SQSTM1
w obu typach komoérek. W wyniku indukcji autofagii dochodzi do aktywacji szlaku
mitochondrialnego apoptozy zaleznego od PINK1 (ang. PTEN induced putative kinase 1)
I PARK2 (ang. parkin RBR E3 ubiquitin protein ligase) i aktywacji nekroptozy [154].

W liniach komoérkowych raka piersi MDA-MB-231 i SUM159PT wyciszenie ekspresji
BMI1 uwrazliwia je na promieniowanie jonizujace, a takze prowadzi do aktywacji autofagii
zjednoczesnym spadkiem potencjalu migracyjnego w poréwnaniu do komorek kontrolnych.
W wyniku wyciszenia BMI1 z uzyciem shBMI1 i siBMI1 dochodzi do wzrostu poziomu
LC3-I w obu liniach komoérkowych. Komoérki z wyciszonym BMI1 poddawano

napromieniowaniu, co znacznie wzmacniato proces autofagii [155].

Wu i wsp. przeprowadzili badania na komorkach raka watroby, w ktorych wyciszano
ekspresj¢ BMI1, a nastepnie traktowano 5-fluorouracylem. W wyniku wyciszenia ekspresji
BMI1 dochodzito do wzrostu poziomu bekliny-1 i akumulacji biatka LC3-11 [156].

BMI-1 wspiera takze proliferacj¢ 1 aktywnos$¢ klonogenng komorek przewlektej biataczki
szpikowej (ang. chronic myeloid leukemia, CML) poprzez zapobieganie autofagii.
Wykorzystujagc immunoprecypitacj¢ chromatyny okreslono, ze BMI1 dziata bezposrednio
na ekspresje genu cykliny G2 (CCNG2). Spadek poziomu BMI-1 w komoérkach CD34+
CML uzyskany dzigki PTC-209 lub z uzyciem transfekcji sShBMI1 powodowaty wzrost
ekspresji CCNG?2 i zmniejszaty aktywnos¢ klonogenng [157].

Badania przeprowadzone przez Xia i1 wsp. wykazaly, ze RING1B dzigki aktywnosci ligazy
ubikwitynowej E3 moze negatywnie wpltywaé na regulacj¢ autofagii poprzez biatko
AMBRAL1 (ang. activating molecule in beclin 1-regulated autophagy protein 1), ktore
wchodzi w sktad kompleksu PI3K wuczestniczacego w formowaniu fagosomow.
W warunkach stresu metabolicznego RING1B przylacza si¢ do kompleksu i rozpoczyna
ubikwitynylacj¢ biatka AMBRAI w wyniku czego dochodzi do jego degradacji

I zatrzymania procesu autofagii [158].

3. Autofagia a terapie przeciwnowotworowe
W ciggu ostatniej dekady autofagia stala si¢ obiecujacym celem terapii
przeciwnowotworowych [34]. Biorac pod uwage jej podwdjng role na réznych etapach

nowotworzenia, nie jest zaskakujace, ze zar6wno induktory jak i inhibitory sg rozpatrywane
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jako potencjalne zwiazki przeciwnowotworowe, ktore moga podnie$¢ skutecznos$¢ srodkow
chemioterapeutycznych [159]. Obecnie kilka modulatorow autofagii zostato zatwierdzonych
przez amerykanska Agencje ds. Zywnosci i Lekéw (ang. U.S. Food and Drug
Administration, FDA), a wiele z nich jest w fazie badan klinicznych [160].

AKTYWACJA ‘

Inhibitory mTOR:
rapamycyna
temsirolimus

everolimus NA WCZESNYM  WPOZNYM
; ETAPIE ETAPIE
Aktywator AMPK: I"hété'lt_ggﬁgé'sm : I"h'B:‘;nrg ;\5-2?43: Inhibitory lizosomow:
metformina z caQ
ULK100, ULK101 NSC185058
| HcQ
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Inhibitory Vps34/PI3KC3: ye
SB02024
SAR-405

Rycina 3. Modulatory autofagii jako potencjalne substancje wykorzystywane w leczeniu

NOWOtworow

3.1. Rapamycyna i jej analogi — inhibitory szlaku mTOR

Rapamycyna (RAPA, Sirolimus) jest antybiotykiem przeciwgrzybiczym wytwarzanym
przez Streptomyces hygroscopicus [161]. Ten naturalnie wystepujacy inhibitor szlaku
sygnalizacyjnego mTOR zostat pierwotnie zatwierdzony przez FDA jako lek
immunosupresyjny [162]. Rapamycyna jest zwigzkiem o szerokim spektrum dziatania
farmakologicznego 1 biologicznego. Oprocz wlasciwosci przeciwgrzybiczych zwigzek ten
wykazuje m.in. wlasciwosci neuroprotekcyjne [163], przeciwnowotworowe [164],

przeciwstarzeniowe [165] i immunosupresyjne [166].

Kluczowa role w regulacji procesu autofagii w komorkach nowotworowych odgrywa
sygnalizacja mTOR, ktéra moze wplywa¢ na nasilenie ich wzrostu 1 proliferacji.
Przeprowadzone badania wykazywaty, ze rapamycyna indukuje tworzenie autofagosomow,
ana pozniejszym etapie ich fuzje z lizosomami [167, 168]. W dalszym ciagu trwajg badania
kliniczne dotyczace zastosowania RAPA w leczeniu m.in. rozlegltego guza naczyniowego
jamy brzusznej (ang. Kaposiform hemangioendothelioma) u dzieci (NCT04077515), raka
pecherza moczowego (NCT02753309, NCT04375813), HER-2 dodatniego wczesnego raka

22



piersi (NCT04736587) i guzow litych opornych na standardowe terapie (NCT02688881).
Trwaja rowniez badania oceniajace zastosowanie sirolimusu w kombinacji z durvalumabem
w leczeniu pacjentdow z niedrobnokomérkowym nowotworem ptuc (ang. Non-small-cell
lung carcinoma, NSCLC) (NCT04348292 i sirolimusu z terapig metronomiczng w leczeniu
nawrotowych lub opornych na leczenie nowotworow wieku dziecigcego (NCT02574728)
[169].

Temsirolimus (TEM, Torisel®) jest analogiem rapamycyny i zostal zatwierdzony przez FDA
w leczeniu zaawansowanego raka nerkowokomorkowego (ang. advenced renal cell
carcinoma, RCC) [169]. Prowadzono badania nad potencjalnym zastosowaniem TEM
w terapii raka jelita grubego [170], raka prostaty [171], raka ptaskonabtonkowego jamy
ustnej i gardta zwigzanych z wirusem brodawczaka ludzkiego (ang. Human Papillomavirus,
HPV) [172] czy zaawansowanych guzow litych [173]. Ponadto, trwa co najmniej
kilkadziesiat badan klinicznych dotyczacych stosowania TEM w leczeniu zaawansowanych
lub  przerzutowych nowotworéw  ztosliwych  (NCT01552434, NCT01529593,
NCTO01187199), zaawansowanych nowotworéw ginekologicznych (NCT01065662,
NCTO00977574) czy guzow litych u dorostych (NCT01375829, NCT02389309,
NCT02975882).

Everolimus (RADOO1) jest kolejnym analogiem rapamycyny i po raz pierwszy zostal
zatwierdzony przez FDA jako $rodek terapeutyczny w leczeniu zaawansowanego raka nerki
[169]. Od tego czasu stale poszukuje si¢ nowych zastosowan leku w leczeniu nowotworow.
W poprzednich latach zbadano mozliwos¢ zastosowania RADO01 w terapii taczonej
(everolimus 1 bevacizumab) w zaawansowanym raku nerkowokomorkowym typu
brodawkowatego [174], w leczeniu potrdjnie ujemnego raka piersi (everolimus i gefinitib)
[175] czy w terapii zaawansowanych guzow litych (everolimus i vatalanib) [176]. Obecnie
prowadzone sg takze badania kliniczne dotyczace zastosowania RADO001 w leczeniu
nawracajacego lub postepujacego wyscidlczaka u dzieci (NCT02155920), chioniaka
Hodgkina (NCT03697408), przerzutowego raka przejsciowokomoérkowego nabtonka drog
moczowych (NCT00805129) czy raka piersi (NCT03154281).

3.2. Metformina — aktywator szlaku AMPK

Metformina zostala odkryta w 1992 roku jako produkt uboczny syntezy N,N-
dimetyloguanidyny [177]. W wyniku licznych badan udowodniono hipoglikemiczne
dziatanie metforminy tym samym wykorzystujac ja do leczenia cukrzycy [178]. Obecnie jest
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najczesciej przepisywanym lekiem przeciwcukrzycowym stosowanym w leczeniu cukrzycy

typu 2, zwlaszcza u cukrzykow cierpigcych na otytosé [179, 180].

Metformina moze indukowa¢ spadek proliferacji komorek poprzez aktywacje szlaku
AMPK, prowadzac do zahamowania szlaku mTOR, a w konsekwencji do aktywacji
apoptozy lub zatrzymania cyklu komorkowego. Dodatkowo aktywacja AMPK promuje
roOwniez inicjacj¢ autofagii poprzez bezposrednig fosforylacje ULKI 1 réwnolegle

zahamowanie mTORC1 poprzez fosforylacje TSC2 i Raptor [40].

Tomic i wsp. stwierdzili, ze metformina znaczaco wptywa na proliferacje komorek czerniaka
hamujac wzrost guza. Ponadto, analiza probek guza wykazata, ze lek zwigksza poziom
markerow apoptotycznych w komoérkach nowotworowych i indukuje proces autofagii [181].
W 2014 roku Takahashi i wsp. uzyskali podobne wyniki podczas badan na linii komorkowej

raka endometrium Ishikawa [182].

W ostatnich latach prowadzono intensywne badania nad nowymi wlasciwoSciami
metforminy, m.in. w leczeniu zespotu policystycznych jajnikéw (ang. Polycystic ovary
syndrome, PCOS) [183, 184], w terapii przeciwnowotworowej [185] lub jako inhibitora
procesu starzenia [186, 187]. Obecnie prowadzone sg badania kliniczne nad zastosowaniem
metforminy w leczeniu raka piersi (NCT04559308, NCTO04387630, NCT01980823,
NCT04741204), raka okreznicy (NCT03359681) czy raka prostaty (NCT02176161,
NCT02339168).

3.3. Inhibitory autofagii jako potencjalne zwigzki stosowane w terapiach
przeciwnowotworowych

Jak odnotowano wczesniej, rola autofagii w nowotworach jest dwojaka. Coraz wiecej
dowodow wskazuje, Ze autofagia umozliwia przezycie réznym komorkom nowotworowym,
dlatego poszukuje sie¢ zwigzkéw hamujacych ten proces i1 jednoczesnie posiadajacych
wlasciwos$ci przeciwnowotworowe. Poszczegolne etapy procesu — inicjacja procesu przez
kompleks ULK1, nukleacja fagoforu przez kompleks PI3K, wydluizanie fagoforu, fuzja
autofagosomu z lizosomem — stanowig odrebne cele w potencjalnej terapii. Z tego wzgledu
inhibitory autofagii klasyfikuje si¢ jako dziatajace na wczesne etapy autofagii: inhibitory
ULK1, Vps34 1 ATG4B oraz inhibitory poznej autofagii, na ktore skladajg sie gtownie

inhibitory lizosomow.
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3.3.1. Inhibitory wczesnego etapu autofagii

Kinaza serynowo-treoninowa ULK1 jest jednym z glownych regulatorow wczesnego etapu
autofagii. Ze wzgledu na jej podwyzszony poziom w wielu nowotworach stanowi mozliwy
cel terapii przeciwnowotworowej [159, 188]. Zidentyfikowano wiele zwigzkoéw
zaangazowanych w hamowanie aktywnos$ci kinazy ULK m.in. MRT68921, MRT67307,
ULK-100, ULK-101, jednak najlepiej zbadanym selektywnym inhibitorem jest SBI-
0206965 [189, 190]. W kilku niezaleznych badaniach wykazano, ze SBI-0206965 sprzyja
supresji guza. W niedrobnokomérkowym nowotworze ptuc ULK 1 promuje przezywalnosé¢
komoérek poprzez modulowanie zaré6wno autofagii jak i apoptozy, a zahamowanie jej
aktywnosci przez inhibitor uwrazliwia komorki NSCSC na cisplatyng [191]. Co ciekawe,
oprocz zahamowania ULK1, SBI-0206965 blokuje réwniez aktywnos¢ AMPK,
a w polaczeniu z inhibitorami mTOR dochodzi do znacznego zwigkszenia §miertelno$ci
komoérek nowotworowych [192]. W glejaku podwyzszony poziom autofagii w wyniku
wysokiej aktywnosci AMPK i ULK1 sprzyja opornosci na terapi¢ temozolomidem, jednak
kombinacja SBI-0206965 z wysoka dawka temozolomidu sprzyja indukcji apoptozy [193].
Podobny efekt obserwuje si¢ w komorkach raka jasnokomoérkowego nerki, gdzie
zahamowanie procesu autofagii w wyniku spadku aktywnosci ULK1 indukuje apoptoze
[194].

Ze wzgledu na udziat w nukleacji fagoforéw, zahamowanie aktywnosci PI3K-111/Vps34
w terapii antynowotworowej wydaje si¢ kluczowe, poniewaz jego inhibicja prowadzi do
akumulacji substratow autofagii. Inhibitory PI3K-111/VVps43, SAR405 i SB02024 daty
obiecujace wyniki w badaniach na nowotworowych liniach komoérkowych. SB02024 jako
potencjalny inhibitor autofagii wykazuje dziatanie synergistyczne z innymi terapiami.
Wykazano, ze SB02024 zwicksza wrazliwo$s¢ komoérek na sunitynib (terapeutyk
zatwierdzony przez FDA w leczeniu raka piersi) w dwoch liniach komorkowych raka piersi
—MCF-71 MDA-MB-231 [195]. SAR405 hamuje aktywnos¢ biatek Vps43 i Vps18. Badania
Pasqiuer 1 wsp. wykazaty, ze hamowanie Vps34 przez SAR405 prowadzi do uposledzenia
funkcji lizosoméw i zahamowania procesu autofagii. Ponadto, zastosowanie kombinacji
SAR405 z everolimusem wykazuje synergistyczne dziatanie przeciwnowotworowe
zwigzkéw poprzez spadek proliferacji komorek w nowotworze nerki [196]. W 2020 roku
Janji i wsp. opublikowali artykul opisujacy zastosowanie inhibitorow Vps34 (SAR405

i SB02024) w komorkach nowotworowych jelita grubego i czerniaka. Na podstawie
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uzyskanych wynikéw doszli do wniosku, ze zastosowanie tych zwigzkow wzmacnia efekt

terapeutyczny zastosowanej immunoterapii anty-PD-1/PD-L1 [197].

Biatka ATG sa podstawowymi biatkami biorgcymi udziatl w inicjacji autofagii i tworzeniu
autofagosomu. Ingerowanie w ich dziatanie stanowi obiecujace podejscie majace na celu
przeciwdziatanie zwigkszeniu aktywnosci autofagii w komorkach [159]. Kluczowym dla
procesu autofagii jest biatko ATG4B, ktore odpowiada za przeksztalcenie nieaktywnego
pro-LC3 do aktywnej formy LC3-I w wyniku ciecia proteolitycznego, umozliwiajgc jego
dalsza konwersje do LC3-II. Inhibitor NSC185058 blokuje aktywnos$¢ ATG4B, zmniejsza
liczbe 1 wielko$¢ autofagosomow i nie ma wplywu na aktywnos$¢ innych kinaz takich jak
MTOR. Ponadto, NSC185058 hamuje rozwoj kostniakomigsaka w warunkach in vivo [198].
Zwigzek UAMC-2526 takze wykazuje dziatanie hamujace w stosunku do ATG4B. Hamuje
takze autofagie u myszy z guzami jelita grubego 1 zwicksza skuteczno$¢ chemioterapii

w indukowaniu $mierci komoérek zmniejszajac wielkos$¢ guza [199].

3.3.2. Inhibitory péZnego etapu autofagii

Zastosowanie zwigzkéw blokujacych fuzje autofagosomu z lizosomami stanowi
prawdopodobnie najlepsze rozwigzanie farmakologiczne wykorzystywane do zahamowania
autofagii w celu uzyskania efektow przeciwnowotworowych lub wzmocnienia skutecznos$ci
lekéw przeciwnowotworowych [159]. Wsrod nich najczeSciej stosowanymi zwigzkami jest
chlorochina (ang. chloroquine, CQ) i jej pochodna hydroksychlorochina (ang.
hydroxychloroquine, HCQ), zwiazki zatwierdzone przez FDA i stosowane w leczeniu
malarii [169]. Jako stabe zasady CQ i HCQ wnikaja do lizosomow i tam wewnatrz organelli
ulegaja protonowaniu z powodu niskiego pH [200]. Stwarza to niekorzystne srodowisko dla
enzymoOw lizosomalnych i tym samym uposledza ich funkcje. Akumulacja protonowanej CQ
i HCQ wewnatrz lizosomu prowadzi do zahamowania autofagicznej degradacji tadunku
i w konsekwencji do zablokowania przeptywu autofagicznego i zatrzymania ostatniego
etapu autofagii [201]. Skutkiem tego jest zablokowana zdolno$¢ dostarczenia energii do
komorki. Zwigzki te sg obiecujacymi kandydatami na leki przeciwnowotworowe. CQ 1 HCQ
sg jedynymi inhibitorami lizosomoéw zatwierdzonymi do badan klinicznych nowotwordow.
Poniewaz dlugotrwale stosowanie chlorochiny powodowato powazne skutki uboczne,
w badaniach klinicznych najczesciej stosuje si¢ hydroksychloroching. Chociaz badania
przyniosty obiecujgce wyniki, w duzej mierze nadal sg jednak niejednoznaczne. Poniewaz

hamowanie za pomocg CQ/HCQ blokuje autofagi¢ zar6wno w obrebie guza jak i poza nim,

26



maksymalna tolerowana dawka rézni si¢ w zalezno$ci od cytotoksycznosci leku
stosowanego w potaczeniu, jak réwniez od typu guza [202, 203]. Ze wzgle¢du na to ciagle
poszukuje si¢ kolejnych zwigzkow wykazujacych wihasciwosci hamujace aktywnos¢

lizosomalng w komoérkach.

Lys05 jest nowym inhibitorem lizosomoéw i wykazuje silniejsze dziatanie niz CQ i HCQ.
McAfee i wsp. porownywali skutecznos¢ HCQ i Lys05 w liniach komérkowych C8161, LN-
229 1 modelu heteroprzeszczepu 1205Lu. Uzyskane wyniki wykazaty 34-krotnie wigksze
stezenie Lys05 w komorkach nowotworowych w poréwnaniu z HCQ. Ponadto
zaobserwowano dwukrotnie wigkszg akumulacje pecherzykoéw autofagii po aplikacji Lys05
w porownaniu z HCQ [204]. DeVorkin i wsp. wykazali, ze podawanie Lys05 razem
z sunitynibem (inhibitor receptorowej kinazy tyrozynowej) poprawia dziatanie leku.
W stosowanych modelach heteroprzeszczepu jasnokomorkowego raka jajnika hamowanie
procesu  autofagii  przez  Lys05 skutkowalo  zwigkszeniem  aktywnosci
przeciwnowotworowej sunitynibu w poréownaniu z leczeniem pojedynczym zwigzkiem
(sunitynib lub sam Lys05) [205].
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4. Cel pracy

Rola autofagii w procesie nowotworzenia jest niejednoznaczna. Z jednej strony autofagia
moze hamowa¢ proces karcynogenezy, natomiast z drugiej, szczegolnie na pozniejszych
etapach, moze by¢ odpowiedzialna za progresje i metastaze. Do niedawna uwazano, ze
autofagia zalezy przede wszystkim od potranslacyjnej regulacji szlakow zwigzanych
z odpowiedzig na dostepnos¢ sktadnikow odzywcezych. Ostatnie badania wskazujg jednak,
ze epigenetyczne czynniki mogg wptywac na proces autofagii. Na przyktad indukowanie
autofagii przez inhibitory deacetylaz histonéw jest uznawane ze jedng z ich
antynowotworowych wtasciwosci. Biatka BMI-1 oraz RING1A/B bedace sktadnikami
kompleksu Polycomb PRC1 odgrywaja istotna rol¢ w procesie nowotworzenia, a inhibitory
ich aktywno$ci moga mie¢ potencjalnie duze znaczenie w  terapiach
przeciwnowotworowych. Niewiele jednak wiadomo na temat roli tych bialek w procesie
autofagii. Ponadto, waznym pytaniem na ktore wcigz nie ma jednoznacznej odpowiedzi jest
czy w kontekécie terapii przeciwnowotworowej lepiej jest hamowaé autofagie,
uniemozliwiajagc komoérkom przetrwanie w warunkach niedostatecznej ilosci sktadnikow
odzywczych czy tez ja indukowacé, gdyz autofagosomalne struktury moga stanowi¢ czynnik

indukujacy apoptoze lub nekroptoze.

Zatem gléwnym celem przeprowadzonych badan bylo okreslenie wplywu biatek BMI-1
i RING1A/B, bedacych sktadnikami kompleksu PRC1 na proces autofagii oraz okreslenie
efektywnosci przeciwnowotworowej inhibitorow kompleksu PRC1 w kombinacji z innymi
modulatorami autofagii w raku endometrium. Badania przeprowadzono z wykorzystaniem

dwoch linii komorkowych raka endometrium — HEC-1A oraz Ishikawa.

Cele szczegdtowe przeprowadzonych badan obejmowaty:
1) okreslenic wplywu wyciszenia ekspresji RING1A, RING1B oraz BMI-1 na
ekspresje gendéw zaangazowanych w proces autofagii;
2) okreslenie wptywu inhibitoréw BMI-1 i RING1A/B poprzez zastosowanie PTC-209
1 PRT4165 na ekspresje gendw uczestniczacych w procesie autofagii w warunkach
réznego stezenia glukozy;
3) okreslenie wptywu inhibitorow BMI-1 i RING1A/B stosowanych pojedynczo lub

w kombinacji z induktorami lub inhibitorami autofagii na Zywotno$¢ komorek;
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4) okreslenie wptywu inhibitorow biatek kompleksu PRC1 stosowanych pojedynczo
lub w kombinacji z inhibitorem lizosoméw na apoptoz¢ oraz nekroptoze

w komorkach raka endometrium.

5. Material

5.1. Linie komo6rkowe raka blony $luzowej trzonu macicy

Do przeprowadzenia badan wykorzystano dwie linie komorkowe raka btony §luzowej trzonu
macicy — HEC-1A oraz Ishikawa. Linia komorkowa HEC-1A zostata kupiona w ATCC
(ang. American Type Culture Collection), a linia Ishikawa w ECACC (ang. European
Collection of Authenticated Cell Cultures).

Charakterystyka linii komoérkowych:

HEC-1A - linia komorkowa pochodzi z gruczolakoraka 71-letniej kobiety z nowotworem
o $redniozaawansowanym stopniu histologicznej ztosliwosci (G2). W warunkach in vivo
komorki formuja dobrze zrdéznicowanego gruczolakoraka endometrium bedacego w 11
stopniu zaawansowania klinicznego. Komorki linii HEC-1A charakteryzuja si¢ ekspresja

fosfatazy PTEN.

Ishikawa — linia komorkowa wywodzi si¢ z gruczolakoraka 39-letniej kobiety. Linia
komorkowa Ishikawa indukuje dobrze zrdznicowanego gruczolakoraka u atymicznych
nagich myszy. Komorki Ishikawa charakteryzujg si¢ brakiem ekspresji biatka PTEN, co

wynika z mutacji wystepujacej w tym genie.
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6. Metody

6.1. Hodowla komérek

Komoérki raka btony $luzowej trzonu macicy HEC-1A i Ishikawa hodowano w warunkach
standardowych (temperatura 37°C, wilgotno$¢ 95% i atmosfera wzbogacona w 5% CO3)
w podtozu hodowlanym DMEM:F12 (BioWest, Francja), ktore zawieralo 2 mM
L-glutamine, 15 mM HEPES oraz 10% ptodowa surowice bydlgca (ang. Fetal Bovine Serum,
FBS) w przypadku linii komorkowej HEC-1A oraz 5% FBS dla linii komoérkowej Ishikawa.
Medium w butelkach hodowlanych zmieniano co 2 dni, a komorki obu linii pasazowano co
4-5 dni w stosunku 1:8 z uzyciem roztworu 0,25% trypsyny z 0,02% EDTA (BioWest,
Francja).

Komorki wysiewano na 24 godziny przed planowanym eksperymentem. Gesto$é
wysiewania zalezala od rodzaju ptytki oraz linii komorkowej, co zostalo przedstawione

szczegdtowo w Tabeli 1.

Tabela 1. Liczba komoérek wysiewanych na poszczegodlne ptytki hodowlane.

Rodzaj zastosowanego naczynia Liczba komérek
hodowlanego (ilos¢ komorek na dolek)
HEC-1A Ishikawa
Plytka hodowlana 6-doltkowa 400 000 300 000
Plytka hodowlana 12-dotkowa 200 000 150 000
Plytka hodowlana 96-dotkowa 10 000 8 000

6.2. Zmniejszenie ekspresji RING1A, RING1B i BMI-1 metodg interferencji RNA
Ekspresje genéw RING1, RNF2 i BMI1 wyciszono przy uzyciu Silencer® Select siRNA
firmy Ambion® (ID: s12035, s12069, s2016) (USA). Kontrole stanowit Silencer® Select
Negativ Control #1 siRNA o sekwencji nichomologicznej do genéw cztowieka (Ambion®,
USA). Transfekcja zostata przeprowadzona z wykorzystaniem odczynnika Lipofectamine™
RNAIMAX (Invitrogen™, USA) zgodnie z dotagczonym protokotem.

W pierwszym etapie dla kazdego genu przygotowano dwie probki ze 100 pl medium
DMEM:F12 bez surowicy. Do pierwszej probki dodawano odczynnik Lipofectamine™,
a do drugiej siRNA — odpowiednio 30 nM siRNA dla RING1 i RNF2 i 45 nM siRNA dla
BMI1. Po trwajacej 5 minut inkubacji, probki zawierajace siRNA przenoszono do probek

zawierajacych odczynnik do transfekcji i delikatnie mieszano. Powstala mieszaning
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inkubowano przez 15 minut w temperaturze pokojowej w celu utworzenia kompleksu, ktory
nastepnie dodawano do dotkéw z komoérkami. Po 24 godzinach od transfekcji zmieniano
medium hodowlane. Efekt interferencji na poziomie mRNA i biatka badano po 48 godzinach

dla obu linii komoérkowych.

6.3. Traktowanie komorek inhibitorami
Aktywnos$¢ biatek RING1A 1 RINGIB zostala zahamowana przy uzyciu inhibitora
PRT4165, natomiast translacj¢ biatka BMI-1 zahamowano z uzyciem inhibitora PTC-209.
Komorki obu linii wysiewano na ptytki hodowlane 6- 1 12-dotkowe w gestosci
przedstawionej w Tabeli 1. Po uptywie 24 godzin komorki traktowano PRT4165
w stezeniach 51,6 uM dla linii HEC-1A 1 26,9 uM dla linii Ishikawa, oraz PTC-209
w stezeniach 10 uM dla linii HEC-1A i 5 puM dla linii Ishikawa, wybranych na podstawie
wczesniejszych badan. Efekt dziatania zwigzkéw na poziomie mRNA i biatka oceniano po
48 godzinach.
Komorki HEC-1A i Ishikawa wysiewano na 6- i 12-dotkowe ptytki hodowlane, a nastgpnie
traktowano PRT4165 i PTC-209 w warunkach hipoglikemii (0,5 mM glukoza). Efekt na
poziomie mMRNA i biatka oceniano po 48 godzinach.
Komorki obu linii wysiewano na ptytki 6-dotkowe. Po uptywie 24 godzinach traktowano
odpowiednio:
e PRT4165 i Lys05 pojedynczo w stgzeniach rownych odpowiednio ICsp i IC2s5 dla
PRT4165, IC2s dla Lys05 oraz w kombinacji;
e PTC-209 i Lys05 pojedynczo w stezeniach rownych odpowiednio 10 uM PTC-209
dla HEC-1A i 5 uM PTC-209 dla Ishikawa, stezeniu ICso dla PTC-209, ICso dla
Lys05 oraz w kombinacji.

Efekt na poziomie biatka oceniano po 48 godzinach.

6.4. 1zolowanie RNA

Izolacje RNA z zebranych komorek wykonano z uzyciem zestawu Tissue Total RNA GBP
Mini Kit (GenoPlast Biochemicals, Polska).

W pierwszym etapie osad komorkowy zawieszano w 350 ul buforu do lizy GARB, ktory
zawieral 1% 2-merkaptoetanol i inkubowano w temperaturze pokojowej przez 5 minut.
Uzyskang mieszaning przenoszono do kolumny z filtrem umieszczonej w probdwce
odbierajgcej i wirowano przy 14 000 rpm przez 2 minuty. Do otrzymanego supernatantu

dodawano 350 pl 96% etanolu, dokltadnie mieszano, a nastgpnie cato$¢ przenoszono na
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kolumne¢ GARB umieszczona w nowej probéwce odbierajacej i wirowano przy 14 000 rmp
przez 2 minuty. W kolejnym etapie kolumne przeptukiwano trzykrotnie z wykorzystaniem
buforow WASH1 1 WASH2. Nastepnie wyplukane kolumny umieszczano w probdéwkach
do elucji. Na srodek kazdej z nich dodawano 20 ul wody wolnej od RNAz, inkubowano
przez 1 minut¢ w temperaturze pokojowej, po czym wirowano przy 14 000 rpm przez
2 minuty. Wyizolowane RNA przechowywano w temperaturze -20°C do przeprowadzania

dalszych analiz.

6.5. Spektrofotometryczna analiza czystosci RNA

Oceng czystosci wyizolowanego RNA mierzono metodg spektrofotometryczng poprzez
pomiar absorbancji probek przy dlugosciach fal 260 nm i 280 nm. Jako wzér czystosci RNA
przyjeto warto$¢ Aoeo/A2s0 mieszczaca si¢ w granicach 1,8-2,0. Stezenie RNA probek
okreslono przy pomocy wartos$ci absorbancji przy dlugosci fali 260 nm, korzystajac

z zaleznosci:

¢ pg/ml = Aze0 x 40 pg/ml x rozcienczenie

w ktorej warto$¢ 40 pg/ml to stezenie jednoniciowego RNA odpowiadajgce absorbancji

jednostkowej przy dlugosci drogi optycznej wynoszacej 1 cm.

6.6. Reakcja odwrotnej transkrypcji

Do przeprowadzenia reakcji odwrotnej transkrypcji wykorzystywano zestaw High Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems) stosujac si¢ do protokotu
dotaczonego przez producenta. 2 ng RNA zawieszano w 10 pl wody wolnej od RNAz,
anastgpnie dodawano odpowiednio 2 pl buforu reakcyjnego (10x RT Buffer), 2 pl losowych
starterow (10x RT Random Primers), 0,8 pl deoksyrybonukleotydéw dNTP (100 mM), 1 pul
odwrotnej transkryptazy (MultiScribe Reverse Transcriptase) oraz 4,2 ul wody wolnej od
RNAz. Mieszanine o koncowej objetosci 20 pl inkubowano w temperaturze 25°C przez 10
minut, nastepnie w 37°C przez 120 minut oraz 85°C przez 5 minut. Otrzymane w wyniku

reakcji cCDNA przechowywano w temperaturze -20°C.
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6.7. Reakcja lancuchowa polimerazy z analizg przyrostu iloSci produktu w czasie
rzeczywistym (Real Time PCR)

Reakcje Real Time PCR przeprowadzono z uzyciem komercyjnego buforu reakcyjnego 5x
HOT FIREPol® Eva Green® gPCR Mix Plus (no ROX) (Solis BioDyne, Estonia)
1 zaprojektowanych zestawow starterow (Merck, Germany), ktérych sekwencje
przedstawiono w Tabeli 2. W sklad mieszaniny reakcyjnej wchodzity 1 pl cDNA, 2 pl
buforu reakcyjnego, 0,25 ul startera F (Forward Primer), 0,25 ul startera R (Reverse Primer)
16,5 ul wody. Profil termiczny reakcji obejmowat denaturacje wstepna w temperaturze 95°C
przez 12 minut oraz 40 cykli, na ktére sktadaty si¢ inkubacje w temperaturze 95°C przez 15
sekund, 61°C przez 20 sekund i 72°C przez 20 sekund. Reakcje przeprowadzano
w urzadzeniu Mastercycler®ep realplex (Eppendorf). Wartoéci cyklu progowego (Ct, ang.
Copy treshold) dla poszczegdlnych probek przeliczano na liczbe kopii mRNA
analizowanych gendéw przypadajacg na 1000 kopii mRNA genu HPRT1 wykorzystujac

nastepujaca zaleznos$¢:
ACt = Ct badanego genu — Ct genu referencyjnego

L = 1000*2- ACt

Tabela 2. Sekwencje nukleotydowe stosowanych starterow

Gen Sekwencja startera typu forward Sekwencja startera typu revers
BMI1 AATTAGTTCCAGGGCTTTTCAA  CTTCATCTGCAACCTCTCCTCTAT
RING1 TGCCTCCACAGATTCTGCTC GCTTCTTTCGGCAGGTAGGA
RNF2 CGAACACCTCAGGAGGCAAT TGCCACTTCTAAGGGCTGTG
MAP1LC3 CCAGCCGACCGCTGTAAG CTTGGTCTTGTCCAGGACGG
SQSTM1 CTGTGGTAGGAACCCGCTAC GGACCCATTTCCCATCCTGG
BECN1 CAAGATCCTGGACCGTGTCA TGGCACTTTCTGTGGACATCA
ATG3 CAGGCATGCTGAGGTGATGA CGTTAACAGCCATTTTGCCAC
ATGS CACAAGCAACTCTGGATGGG ACTGTCCATCTGCAGCCAC
ATG7 TCCGGGGATTTCTTTCACGG CTCATCATCGCTCATGTCCCA
ATG12 TGCTGGAGGGGAAGGACTTA GTTCGCTCTACTGCCCACTT
HPRT1 CCCTGGCGTCGTGATTAGTG ACACCCTTTCCAAATCCTCAGC




6.8. Otrzymywanie lizatu komoérkowego

Lize preparatoéw komorkowych przeprowadzano z wykorzystaniem buforu RIPA (50 mM
Tris HCI (pH 8), 1% nonidet P-40, 150 mM NaCl, 0,5% deoksycholan sodu, 1 mM EDTA,
0,1% SDS, 1 mM PMSF). Po wstepnym zawieszeniu osadow komorkowych w buforze,
probki homogenizowano przez 20 sekund na lodzie przy uzyciu sonikatora (Vibra Cell™
model VCX-130, USA). Uzyskane homogenaty wirowano przez 5 minut przy 5000 obr/min
w 4°C (wiréwka Sorvall™ model ST16R, USA. Otrzymane supernatanty przenoszono do

nowych probéwek typu Eppendorf i przechowywano w temperaturze -20°C.

6.9. Western blotting

6.9.1. Elektroforeza

Lizaty komoérkowe mieszano w stosunku 2:1 z 0,9 objetosciami buforu do rozpuszczania
biatek (250 mM Tris HCI (pH 6,8), 40% glicerol, 8% SDS, pironina) oraz 0,1 objgtosci
2-merkaptoetanolu. Otrzymane probki worteksowano, denaturowano przez 5 minut w
100°C, schtadzano, a nastepnie nanoszono na zel.

Rozdziat elektroforetyczny przeprowadzano z uzyciem metody Laemmliego (1970) w 8%,
10% 1 12,5% zelu poliakrylamidowym (375 mM Tris HCI (pH 8,8) oraz 20% SDS)
w ptytkach o wymiarach 83 x 100 x 1,5 mm [206]. Probki zatezano w 3% zelu zatgzajacym
(125 mM Tris HCI (pH 6,8) oraz 20% SDS). Rozdziat elektroforetyczny przeprowadzano
w uktadzie: 192 mM glicyna, 25 mM Tris (pH 8,3), 0,1% SDS przy nat¢zeniu pradu 40 mA
na ptytke przez okoto 2 godziny.

6.9.2. Transfer bialek na membran¢ Immobilonu-P

Rozdzielone w zelu poliakrylamidowym biatka poddawano elektrotransferowi na membrang
Immobilonu-P (o0 $rednicy poréw 0,45 pm) wedlug metody Towbina i wsp. (1979) [207].
Transfer przeprowadzano w buforze o sktadzie 192 mM glicyna, 20% metanol, 25 mM Tris
(pH 8,3) w temperaturze 4°C przez okoto 16 godzin przy stalym napigciu 40 V.

Po zakonczonym elektrotransferze biatka unieruchomione na membranie Immobilonu-P
barwiono w 0,2% roztworze Ponceau S w 3% kwasie octowym w temperaturze pokojowej
przez 5 minut. Nadmiar barwnika odptukiwano wodg do uzyskania wyraznych pasm biatek,
ktore umozliwiaty kontrole transferu. Widoczne pasma bialek odbarwiano przy uzyciu
roztworu TBST 0,05 M Tris HCI — 0,15 M NaCl — 0,01% Tween 20 pH 7,5 (TBS — 0,01%
Tween 20).
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6.9.3. Immunodetekcja bialek

Na immunodetekcje bialek unieruchomionych na membranie Immobilonu-P sktadaty sie¢

nastepujace etapy:

1.

Godzinna inkubacja w roztworze TBS — 0,05% Tween 20 (0,05 M Tris HCI —
0,15 M NaCl — 0,05% Tween 20, pH 7,5) celem ograniczenia niespecyficznego
wigzania si¢ przeciwcial do membrany Immobilonu-P;

Catonocna inkubacja w 4°C z przeciwcialami pierwszorzedowymi
rozcienczonymi roztworem TBS — 0,01% Tween 20. Charakterystyka
przeciwcial przedstawiona w Tabeli 3;

Trzykrotne ptukanie membrany w 8 ml TBS — 0,01% Tween 20 w celu
wyptukania nadmiaru przeciwciatl niezwigzanych z antygenem; czas trwania
pojedynczego ptukania 10 minut;

Jednogodzinna inkubacja w temperaturze pokojowej z przeciwciatami
drugorzedowymi skoniugowanymi z peroksydaza chrzanu rozcienczonymi
w roztworze TBS - 0,01% Tween 20. Charakterystyka przeciwciat
przedstawiona w Tabeli 3;

Szesciokrotne ptukanie membrany w 8 ml roztworu TBS — 0,01% Tween 20
w celu wyptukania nadmiaru przeciwcial niezwigzanych z antygenem; czas
trwania pojedynczego ptukania 5 minut;

Identyfikacja kompleksu antygen — przeciwcialo z wykorzystaniem metody
chemiluminescencji z uzyciem zestawu SuperSignal™ West Pico PLUS
Chemiluminescent Substrate (Thermofisher Scientific™, Litwa);

Utrwalanie chemiluminescencji membrany wykonywano przez zaciemnienie
kliszy rentgenowskiej.

Masa czasteczkowa oznaczanych biatek zostata okreslona na podstawie Spectra

Multicolor Broad Range Protein Ladder (Thermofisher Scientific™, Litwa).
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Tabela 3. Charakterystyka stosowanych przeciwciat

Typ Przeciwciala Opis przeciwciala Numer  Producent Miano
przeciwciala anty- kat.
BMI-1 #6964
RING1A - #13069
RING1B #5604
LC3A/B #2741
p62 - #5114
beklina-1 #3495
ATG5 - #12994
ATG7 monoklonalne  4g558
I rzedowe ATG12 przeciwciala krolika 441990~ CST 1:1000
przeciwciala DRIP klasy 1gG  #65746
RIP #3493
pPMLKL - #91689
MLKL - #14993
cigta kaspaza-3 #9664
kaspaza-3  #14220
kaspaza-8 #4790
ubikwitynylowany #8240
histon H2A
poliklonalne
ATG3 przeciwciala krolika #3415
klasy 19G
cigta kaspaza-8 monoklonalne #9748
pB-aktyna przeciwciata mysie  sc-47778 SCBT
klasy 1gG
kozie przeciwciata poliklonalne #7074
Il rzedowe  sprzezone z HRP skierowane przeciwko CST 1:5000
przeciwciala IgG krolika
konskie przeciwciata sprzezone z HRP #7076

skierowane przeciwko 1gG myszy

CST — Cell Signaling Technology®, USA; SCBT — Santa Cruz Biotechnology®, USA.
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6.10. Usuwanie przeciwcial z membrany w celu ponownej detekcji

W celu usunigcia unieruchomionych na membranie Immobilonu-P przeciwciat zwigzanych
ze swoistym antygenem wykonywano dwa 15-minutowe ptukania w buforze do strippingu
(1,5% glicyna —0,1% SDS — 1% Tween 20, pH 2,2) ogrzanym do 50°C. W kolejnym etapie
membrang ptukano dwukrotnie z uzyciem roztworu TBS — 0,01% Tween 20, a nast¢pnie raz

z uzyciem roztworu TBS, kazde plukanie po 10 minut.

6.11. Analiza iloSciowa bialka metoda Lowry’ego

Do okreslania stgzenia biatka w preparatach komorkowych wykorzystywano
zmodyfikowang metode Lowry’ego [208].

Do 5 pl badanej probki dodawano 45 pl wody i 50 ul 1 M NaOH, a nastgpnie cato$é
inkubowano w temperaturze pokojowej przez 20 minut. Po inkubacji, do kazdej probki
dodawano 1 ml zasadowego roztworu miedzi (2% winian sodowo-potasowy, 1% roztwor
CuSOs4, 2% roztwor NapCOs w stosunku 1:1:1000, przygotowany 30 minut przed
dodaniem). Mieszaning inkubowano przez 10 minut. W kolejnym etapie do probek
dodawano 100 pl odczynnika Folina — Ciocialtea’u rozcienczonego z wodg w stosunku 1:1,
a nastgpnie worteksowano 1 poddawano 30 minutowej inkubacji w temperaturze pokojowe;.
Absorbancje probek mierzono w spektrofotometrze UV-Vis HelioB (pye-Unicam) przy
dlugosci fali 750 nm. Pomiary dla poszczegdlnych probek standaryzowano wzgledem

kontroli odczynnikowych.
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Rycina 4. Krzywa wzorcowa do oznaczania zawartosci biatka
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6.12. Ocena zywotnos$ci komorek testem MTT

Do okreslenia aktywnos$ci metabolicznej komorek traktowanych zwigzkami wykorzystano
test MTT (bromek 3-(4,5 dimetylotiazol-2-ilo)-2,5-difenylotetrazoliowy). Komorki
wysiewano na ptytki 96-dotkowe w gestosci przedstawionej w Tabeli 1. Po 24 godzinach
komorki traktowano inhibitorami biatek kompleksu PRCI, induktorami i inhibitorami
autofagii oraz kombinacjami zwigzkow, a nastepnie inkubowano przez 48 godzin. Do
kazdego dotka dodawano 20 pl roztworu soli tetrazolowej 1 umieszczano plytke
w inkubatorze na 4 godziny. Po zakonczonej inkubacji usuwano medium i1 do kazdego dotka
dodawano 50 pl dimetylosulfotlenku w celu rozpuszczenia powstatych krysztatow
formazanu. Absorbancj¢ mierzono przy dhugosci fali 570 nm. Od pojedynczego wyniku
odejmowano absorbancj¢ kontroli odczynnikowej. Procent zywych komorek wyliczano
przez pordéwnanie warto$ci absorbancji prob badanych z wartoscig absorbancji prob
kontrolnych (komorki nietraktowane zwigzkami). Absorbancj¢ kontroli przyjmowano jako
1.

6.13. Wyliczanie wspélczynnika CI

Korzystajac z metody Chou-Talalaya wyliczono wskaznik CI (ang. Combination Index),
ktorego wartos$¢ okresla jak oddziatujg na siebie zwigzki w zastosowanych kombinacjach.
Przyjmuje si¢ CI < 0,9 jako efekt synergistyczny, Cl = 0,9 — 1,1 jako efekt addytywny oraz
Cl > 1,1 jako efekt antagonistyczny [209, 210]. Doktadne wartosci wspotczynnika CI
i odpowiadajacy im typ oddzialywan przedstawiono w Tabeli 4.
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Tabela 4. Typy oddziatywan z odpowiadajgca im wartoscig CI.

Wartos$é¢ CI Typ oddzialywan
<0,1 Bardzo silny synergizm
0,1-0,3 Silny synergizm
0,3-0,7 Synergizm
0,7-0,85 Umiarkowany synergizm
0,85-0,9 Niewielki synergizm
09-11 Efekt addytywny
11-1.2 Niewielki antagonizm
1,2-1,45 Umiarkowany antagonizm
1,45-3,3 Antagonizm
3,3-10 Silny antagonizm
>10 Bardzo silny antagonizm

W celu obliczenia wskaznika CI wykorzystano ponizszy wzor:

stezenie IC50 stezenie IC50
cl = zwiazku w kombinacji =~ zwigzku w kombinacji
stezenie IC50 stezenie IC50
zwiazku pojedynczo zwiazku pojedynczo

Aby okresli¢ rodzaj oddziatywan miedzy zwigzkami w zastosowanych kombinacjach

wykonano obliczenia wskaznika CI wykorzystujac otrzymane warto$ci ICso.

6.14. Cytometria przeplywowa

Oceng przezywalnosci komorek nowotworowych przeprowadzano po 48 godzinach
inkubacji ze zwigzkami. Przezywalno$¢ komorek w probach kontrolnych i badanych zostala
okre$lona metodg cytometrii przeptywowej przy uzyciu testu Vybrant Apoptosis Assay Kit
#4. Zasada testu opiera si¢ na cytometrycznej ocenie wnikania zielonego barwnika (YO-
PRO-1) do komorek apoptotycznych oraz drugiego barwnika fluorescencyjnego — jodku
propidyny (PI), ktory wnika gtownie do komoérek martwych i znajdujacych si¢ w pozniej
apoptozie.

Po inkubacji komorki zbierano i wirowano przy 300 rpm przez 5 minut w temperaturze
pokojowej. Uzyskany osad zawieszano w 0,5 ml PBS z dodatkiem obu barwnikéw (po

0,5 pl kazdego barwnika). Tak uzyskane probki inkubowano przez 15 minut w ciemnosci,
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a nastepnie dokonywano pomiaru cytometrycznego. Komoérki zywe nie wykazywaty
fluorescencji, komorki martwe barwily si¢ na zielono, a komorki martwe i w pozniej

apoptozie wykazywaty zaré6wno zielong jak 1 czerwong fluorescencje.

6.15. Analiza wynikow

Wyniki badan zostaty opracowane w programie statystycznym GraphPad Prism 5. Analiza
densytometryczna zostata przeprowadzona z wykorzystaniem programu Gel Pro 3.0 (Media
Cybernetics). W celu porownania réznic miedzy komédrkami kontrolnymi i traktowanymi
uzywano testu t-Studenta dla prob niesparowanych. Do porownania badanych grup
stosowano test Kruskalla-Wallisa z testem post hoc Dunna. Warto$¢ p<0,05 przyjeto jako

istotng statystycznie.
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7. Wyniki
7.1. Wplyw wyciszenia/zahamowania aktywnosci RING1A i RING1B oraz stezenia

glukozy na ekspresje genow zaangazowanych w proces autofagii

Oceniono wptyw RINGIA/B na ekspresje genéw zaangazowanych w proces autofagii
w komorkach raka endometrium HEC-1A oraz Ishikawa. W tym celu ekspresje genow
RING1 i RNF2 zmniejszono metoda interferencji RNA. Wplyw interferencji RING1/RNF2
na ekspresje innych genow kompleksu PRC1 (RING1, RNF2, BMI1) oraz ekspresje genow
zwigzanych z autofagia (MAP1LC3, SQSTM1, BECN1, ATG3, ATG5, ATG7 i ATG12)
okreslono za pomoca metod Real Time PCR oraz Western blotting w komorkach
hodowanych w standardowych warunkach tj. w medium zawierajagcym glukoze w stezeniu
25 mM.

W wyniku interferencji RING1 dochodzi do okoto 80% spadku poziomu biatka RING1A
w obu liniach komoérkowych raka endometrium (Ryc. 5C, 5D). Po 48 godzinach od
zastosowania siRNA zaobserwowano rowniez niewielki (15%) spadek ekspresji RNF2 na
poziomie transkryptu w linii Ishikawa, ale nie zaobserwowano zmian w ekspresji
RNF2/RING1B w komoérkach HEC-1A. W obu liniach komérkowych w wyniku wyciszenia
ekspresji RING1 zaobserwowano spadek ekspresji BMI1 na poziomie biatka, jednak zadne
zmiany nie zostaly stwierdzone na poziomie mMRNA. W przypadku gendéw zwigzanych
z autofagia, w obu liniach doszto do spadku ekspresji MAP1LC3 na poziomie transkryptu.
Istotny wzrost ekspresji formy LC3B na poziomie biatka obserwuje si¢ jedynie w linii
Ishikawa. Po wyciszeniu ekspresji RING1 wykazano wzrost ekspresji SQSTM1 na poziomie
mRNA w komoérkach HEC-1A 1 Ishikawa, ale nie obserwuje si¢ zmian ekspresji p62 na
poziomie biatka w obu liniach komorkowych. Ekspresja pozostatych genow tj. BECNI,
ATG3, ATG5, ATG7 i ATG12 na poziomie transkryptu i biatka w liniit HEC-1A nie ulega
istotnym zmianom. Obserwuje si¢ spadek ekspresji BECN1 i ATG7 na poziomie mRNA
i biatka oraz ATG3 i ATG12 jedynie na poziomie transkryptu w komoérkach Ishikawa.
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Rycina 5. Ekspresja genéw kodujacych bialka kompleksu PRC1 oraz genow zaangazowanych
w proces autofagii po wyciszeniu ekspresji RING1 w komérkach HEC-1A i Ishikawa. Wzgledna
ekspresja genow RING1, RNF2, BMI1, MAP1LC3, SQSTM1, BECN1, ATG3, ATG5, ATG7 i ATG12
w stosunku do kontroli 48 godzin po traktowaniu komorek rosnacych w standardowych warunkach
30 nM SIiRING1 oraz siRNA nie wykazujacym homologii do genow cztowieka (kontrola). Wyniki
stanowig $rednig z 3 powtorzen (A, B); *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Reprezentatywne wyniki analizy
immunodetekcji RING1A, RING1B, BMI-1, LC3A/B, p62, bekliny 1, ATG3, ATG5, ATG7 i ATG12
48 godzin po zastosowaniu 30 nM siRING1 (C, D). Na rycinie przedstawiono wyniki z dwoch powtdrzen.
Wyniki analizy densytometrycznej ekspresji biatek po wyciszeniu ekspresji RING1 przedstawione jako
wzgledna zmiana ekspresji w stosunku do kontroli (E, F); *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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W sktad rdzenia kompleksu PRC1 moze wchodzi¢ takze biatko RING1B, kodowane przez
gen RNF2. W wyniku wyciszenia RNF2 obserwuje si¢ 75% spadek ekspresji tego genu na
poziomie MRNA (Ryc. 6A) i biatka (Ryc. 6C) w komoérkach HEC-1A oraz 95% spadek
ekspresji genu na poziomie mRNA i biatka w komorkach Ishikawa (odpowiednio, Ryc. 6B,
6D). Ponadto zaobserwowano wzrost ekspresji RING1 na poziomie transkryptu i biatka
w obu liniach. Odnotowano takze wzrost ekspresji BMI1 na poziomie mRNA, jednak nie
obserwuje si¢ istotnych zmian na poziomie biatka. Po wyciszeniu ekspresji RNF2 wykazano
wzrost poziomu MAP1LC3 i LC3B w linii komorkowej HEC-1A, w linii komoérkowej
Ishikawa znaczny wzrost ekspresji genu obserwuje si¢ jedynie na poziomie transkryptu.
Obserwuje sie takze wzrost ekspresji SQSTM1 na poziomie mRNA, chociaz nie ma zmian
w ekspresji p62 na poziomie biatka. W przypadku pozostalych gendéw zwigzanych
z procesem autofagii, obserwuje si¢ niewielki wzrost ekspresji niektorych genow na
poziomie transkryptu tj. ATG5 w komoérkach HEC-1A oraz BECN1, ATG3 i ATG12

w komorkach Ishikawa.
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Rycina 6. Ekspresja genéw kodujacych bialka kompleksu PRC1 oraz genow zaangazowanych
w proces autofagii po wyciszeniu ekspresji RNF2 w komérkach HEC-1A i Ishikawa. Wzgledna
ekspresja genow RING1, RNF2, BMI1, MAP1LC3, SQSTM1, BECN1, ATG3, ATG5, ATG7 i ATG12
w stosunku do kontroli 48 godzin po traktowaniu komorek rosnacych w standardowych warunkach
30 nM siRNF2 oraz siRNA nie wykazujacym homologii do gendéw cztowieka (kontrola). Wyniki stanowig
$rednig z 3 powtdrzen (A, B); *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
Reprezentatywne wyniki analizy immunodetekcji RING1A, RING1B, BMI-1, LC3A/B, p62, bekliny 1,
ATG3, ATG5, ATG7 i ATG1248 godzin po zastosowaniu 30 nM siRNF2 (C, D). Na rycinie
przedstawiono wyniki z dwoch powtdrzen. Wyniki analizy densytometrycznej ekspresji biatek po
wyciszeniu ekspresji RNF2 przedstawione jako wzgledna zmiana ekspresji w stosunku do kontroli (E,
F); *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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Poréwnano ekspresje genéw w komorkach hodowanych w warunkach hipoglikemii (0,5
mM glukoza) z ekspresja genow w komoérkach hodowanych w warunkach standardowych
(25 mM glukoza). Uzyskane wyniki przestawiono na Ryc. 7.

W obu liniach komoérkowych obserwuje si¢ wzrost ekspresji RING1 na poziomie mMRNA
w komorkach hodowanych w warunkach obnizonego poziomu glukozy (Ryc. 7A, 7B),
dochodzi natomiast do spadku ilosci biatka RING1A (Ryc. 7C, 7D). Zmiana st¢zenia
glukozy wywotuje rowniez istotny wzrost ekspresji RNF2 na poziomie transkryptu, przy
jednoczesnym spadku ilosci biatka RING1B ale tylko w komoérkach Ishikawa. W przypadku
BMI1 zaobserwowano jedynie wzrost jego ekspresji na poziomie transkryptu w linii
Ishikawa. Wyniki analizy wykazaty istotny wzrost ekspresji MRNA MAP1LC3 i SQSTM1
oraz biatek LC3A/B 1 p62 w obu liniach komérkowych. W przypadku ekspresji na poziomie
transkryptu dochodzi do wzrostu ekspresji BECN1 i ATG12 oraz spadku ekspresji ATG5
w komoérkach HEC-1A, obserwuje si¢ takze wzrost ekspresji BECN1, ATG3 i ATG12

w komorkach Ishikawa.
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Rycina 7. Ekspresja genow kodujacych bialka kompleksu PRC1 oraz genéw zaangaZowanych
w proces autofagii w warunkach standardowych (25mM) i warunkach hipoglikemii (0,5 mM)
w komérkach HEC-1A i Ishikawa. Wzgledna ekspresja genéw RING1, RNF2, BMI1, MAP1LC3,
SQSTM1, BECN1, ATG3, ATG5, ATG7 i ATG12 w warunkach hipoglikemii w stosunku do kontroli
w warunkach standardowych po 48 godzinach. Wyniki stanowig $rednig z 3 powtdrzen (A, B). *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001. Reprezentatywne wyniki analizy immunodetekcji RING1A, RING1B, BMI-1,
LC3A/B, p62, bekliny 1, ATG3, ATG5, ATG7 i ATG12 po 48 godzinach (C, D). Na rycinie
przedstawiono wyniki z dwédch powtorzen. Wyniki analizy densytometrycznej ekspresji biatek
przedstawione jako wzgledna zmiana ekspresji w stosunku do kontroli (E, F); *p<0,05; **p<0,01;
***n<0,001.
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PRT4165 (ang. 2-(3-pyridinylmethylene)-1H-indene-1,3(2H)-dione) to niskoczasteczkowy
inhibitor, ktory blokuje aktywnos¢ biatek zarowno RING1A, jak i RING1B.

Okreslono wptyw PRT4165 na ekspresje genow bioracych udzial w procesie autofagii
w komorkach linii HEC-1A i Ishikawa rosnacych w warunkach standardowych i obnizonej
zawartosci glukozy. PRT4165 zastosowano w stezeniu odpowiadajacym ICso wyznaczonym
po uprzednim zastosowaniu testu MTT.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze w komérkach HEC-1A zastosowanie PRT4165 w warunkach
standardowych istotnie wptywa na wzrost ekspresji zarowno RING1 jak i RNF2 na poziomie
transkryptu (Ryc. 8A) przy jednoczesnym spadku na poziomie biatka. W przypadku BMI-1
tendencja jest odwrotna tj. obserwuje si¢ wzrost ilosci biatka BMI-1 przy jednoczesnym
spadku ekspresji BMI1 na poziomie mRNA (Ryc. 8A, 8C). Wykazano réwniez spadek
ekspresji MAP1LC3, ATG3, ATG5, ATG7 na poziomie transkryptu, przy braku istotnych
zmian na poziomie biatka (Ryc. 8A, 8C). Ponadto dochodzi do wzrostu ekspresji
SQSTM1/p62 na poziomie mRNA i biatka.

W warunkach hipoglikemii w przeciwienstwie do komorek hodowanych w 25 mM glukozie
zaobserwowano istotny spadek ekspresji RING1 i RNF2 na poziomie transkryptu (Ryc. 8B).
Ekspresja RING1B na poziomie biatka jest istotnie obnizona, jednak obserwuje si¢ wzrost
ekspresji RING1A (Ryc. 8D). Nie obserwuje si¢ zmian w ekspresji BMI1. Podobnie jak
w warunkach standardowych, w warunkach obnizonego poziomu glukozy wykazano spadek
ekspresji MAP1LC3 na poziomie transkryptu oraz brak istotnych zmian na poziomie biatka.

Po zastosowaniu PRT4165 zaobserwowano wzrost poziomu biatka p62.
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Rycina 8. Ekspresja genow kodujacych bialka kompleksu PRC1 oraz genéw zaangazowanych
w proces autofagii po zahamowaniu aktywnosci RING1/RNF2 z uzyciem inhibitora PRT4165
w komoérkach HEC-1A w warunkach standardowych i obnizonym stezeniu glukozy. Wzgledna
ekspresja genow RING1, RNF2, BMI1, MAP1LC3, SQSTM1, BECN1, ATG3, ATG5, ATG7 i ATG12
w stosunku do kontroli 48 godzin po traktowaniu komoérek rosnacych w standardowych warunkach
PRT4165. Wyniki stanowig $rednia z 3 powtdérzen (A, B); *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
Reprezentatywne wyniki analizy immunodetekcji RING1A, RING1B, BMI-1, LC3A/B, p62, bekliny 1,
ATG3, ATG5, ATG7 i ATG1248 godzin po traktowaniu PRT4165 (C, D). Na rycinie przedstawiono
wyniki z dwoch powtorzen. Wyniki analizy densytometrycznej ekspresji biatek po traktowaniu PRT4165
przedstawione jako wzgledna zmiana ekspresji w stosunku do kontroli (E, F); *p<0,05; **p<0,01;
***n<0,001.
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W komorkach Ishikawa po traktowaniu PRT4165 w warunkach standardowych wykazano
spadek ekspresji RNF2 na poziomie mRNA 1 biatka (Ryc. 9A, 9C). Ponadto zaobserwowano
wzrost ekspresji RING1 i BMI1 na poziomie transkryptu i biatka, co moze $wiadczy¢
0 bezposredniej zalezno$ci miedzy tymi trzema biatkami. Wykazano spadek ekspresji
MAP1LC3 na poziomie transkryptu przy istotnym wzrosécie poziomu formy LC3B oraz
wzrost ekspresji SQSTM1 i BECN1 na poziomie mRNA przy jednoczesnym spadku
ekspresji p62 i bekliny 1 (Ryc. 9A, 9C). W przypadku pozostatych genow nie stwierdzono
zmian w ekspresji na poziomie biatka, obserwuje si¢ niewielkie zmiany w ekspresji na
poziomie MRNA tj. spadek ekspresji ATG5 i ATG7. W warunkach hipoglikemii
zaobserwowano spadek ekspresji RING1, RNF2 i BMI1 na poziomie mRNA przy
jednoczesnym wzroscie ekspresji RING1A 1 RINGIB na poziomie bialka. Nie
zaobserwowano zmian w ekspresji BMI-1. Po traktowaniu komoérek Ishikawa PRT4165
doszto do istotnego spadku poziomu biatka LC3A/B. Wykazano takze istotny spadek
ekspresji SQSTML1 i p62 na poziomie transkryptu i biatka (Ryc. 9B, 9D). Pozostate geny nie
wykazuja zmian w ekspresji na poziomie biatka, obserwuje si¢ niewielkie zmiany

w ekspresji na poziomie mRNA tj. spadek ekspresji ATG3 i ATG12 (Ryc. 9B).
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Rycina 9. Ekspresja genéw kodujacych bialka kompleksu PRC1 oraz genow zaangazowanych
w proces autofagii po zahamowaniu aktywnosci RING1/RNF2 z uzyciem inhibitora PRT4165
w komorkach Ishikawa w warunkach standardowych i obnizonym stezeniu glukozy. Wzgledna
ekspresja genow RING1, RNF2, BMI1, MAP1LC3, SQSTM1, BECN1, ATG3, ATG5, ATG7 i ATG12
w stosunku do kontroli 48 godzin po traktowaniu komorek rosngcych w standardowych warunkach
PRT4165. Wyniki stanowig $rednig z 3 powtdérzen (A, B); *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
Reprezentatywne wyniki analizy immunodetekcji RING1A, RING1B, BMI-1, LC3A/B, p62, bekliny 1,
ATG3, ATG5, ATG7 i ATG1248 godzin po traktowaniu PRT4165 (C, D). Na rycinie przedstawiono
wyniki z dwoch powtorzen. Wyniki analizy densytometrycznej ekspresji biatek po traktowaniu PRT4165
przedstawione jako wzgledna zmiana ekspresji w stosunku do kontroli (E, F); *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001.
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7.2. Wplyw wyciszenia/zahamowania aktywnosci BMI-1 i stezenia glukozy na

ekspresje genow zaangazowanych w proces autofagii

Oceniono wptyw wyciszenia BMI1 metodg interferencji RNA na ekspresje genow
kodujacych RING1A/B oraz biorgcych udzial w procesie autofagii w komorkach raka
endometrium. Wyniki przeprowadzonych badan wykazaty 83% spadek ekspresji BMI1 na
poziomie transkryptu i 75% spadek na poziomie biatka w komorkach HEC-1A oraz okoto
90% spadek ekspresji BMI1 na poziomie mRNA i biatka w komorkach Ishikawa.
Zaobserwowano takze spadek ekspresji RING1 na poziomie mRNA i biatka w obu liniach.
Po wyciszeniu BMI1 dochodzi do wzrostu ekspresji RNF2 na poziomie transkryptu, bez
istotnych zmian na poziomie biatka (Ryc. 10A, 10B). W przypadku biatek zaangazowanych
W proces autofagii, obserwuje si¢ spadek ekspresji MAP1LC3 przy jednoczesnym wzroscie
poziomu formy LC3B w komoérkach HEC-1A. Ekspresja MAP1LC3 spada w komorkach
Ishikawa, nie obserwuje si¢ takze istotnych zmian na poziomie biatka. W obu liniach
komoérkowych wykazano wzrost ekspresji SQSTML, istotny spadek poziomu biatka p62
obserwuje si¢ tylko w linii Ishikawa (Ryc. 10D). Dochodzi takze do zmian w ekspresji
ATG3, ATG5 i ATG7 na poziomie mRNA oraz ATG12 na poziomie biatka w komodrkach
HEC-1A. W komorkach Ishikawa obserwuje si¢ spadek ekspresji BECN1, ATG3 i wzrost
ATG12 na poziomie transkryptu (Ryc. 10B).
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Rycina 10. Ekspresja genéw kodujacych bialka kompleksu PRC1 oraz genow zaangazowanych
w proces autofagii po wyciszeniu ekspresji BMI1 w komérkach HEC-1A i Ishikawa. Wzgledna
ekspresja genow RING1, RNF2, BMI1, MAP1LC3, SQSTM1, BECN1, ATG3, ATG5, ATG7 i ATG12
w stosunku do kontroli 48 godzin po traktowaniu komorek rosnacych w standardowych warunkach
45 nM siBMI1 oraz siRNA nie wykazujacym homologii do genow cztowieka (kontrola). Wyniki stanowia
srednig z 3 powtdrzen (A, B); *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Reprezentatywne wyniki analizy
immunodetekcji RING1A, RING1B, BMI-1, LC3A/B, p62, bekliny 1, ATG3, ATG5, ATG7 i ATG12
48 godzin po zastosowaniu 45 nM siBMI1. Na rycinie przedstawiono wyniki z dwoch powtorzen (C, D).
Wyniki analizy densytometrycznej ekspresji biatek po wyciszeniu ekspresji BMI1 przedstawione jako
wzgledna zmiana ekspresji w stosunku do kontroli (E, F); *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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PTC-209 jest niskoczasteczkowym inhibitorem biatka BMI-1. Dane literaturowe wskazuja,
ze zwiazek ten moze mie¢ potencjalne zastosowanie w terapii nowotworow. W zwigzku
z tym dokonano analizy ekspresji biatek kompleksu PRC1 oraz dwodch kluczowych
markeréw autofagii — LC3A/B oraz p62 w warunkach standardowych oraz w warunkach
hipoglikemii. W komodrkach HEC-1A stwierdzono zarowno W warunkach standardowych
jak i hipoglikemii, istotny spadek poziomu biatka BMI-1 (Ryc. 11C, 11D) przy
jednoczesnym wzroscie ekspresji BMI1 na poziomie mRNA (Ryc. 11A, 11B), co moze
swiadczy¢ o efekcie kompensacji. Podobnie w warunkach hipoglikemii obserwuje si¢ takze
wzrost ekspresji RING1 i RNF2 na poziomie mRNA przy jednoczesnym spadku na poziomie
biatka. Pomimo wzrostu ekspresji SQSTML1 nie obserwuje si¢ zmian w ilosci p62. Wzrost
ekspresji LC3B obserwuje si¢ tylko w komorkach hodowanych w warunkach
standardowych.
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Rycina 11. Ekspresja genow kodujacych bialka kompleksu PRC1 oraz genow zaangazowanych
w proces autofagii po zahamowaniu ekspresji BMI1 z uzyciem inhibitora PTC-209 w komorkach
HEC-1A w warunkach standardowych i obnizonym stezeniu glukozy. Wzgledna ekspresja genéw
RING1, RNF2, BMI1, MAP1LC3, SQSTM1 w stosunku do kontroli 48 godzin po traktowaniu komorek
PTC-209. Wyniki stanowig $rednia z 3 powtdrzen (A, B); *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
Reprezentatywne wyniki analizy immunodetekcji RING1A, RING1B, BMI-1, LC3A/B, p62 48 godzin
po traktowaniu PTC-209. Na rycinie przedstawiono wyniki z dwoch powtdrzen (C, D). Wyniki analizy
densytometrycznej ekspresji biatek po traktowaniu PTC-209 przedstawione jako wzglgdna zmiana
ekspresji w stosunku do kontroli (E, F); *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Uzyskane wyniki dla komoérek Ishikawa traktowanych PTC-209, podobnie jak w przypadku
komorek HEC-1A wykazaty istotny spadek ekspresji BMI-1 na poziomie biatka (Ryc. 12C,
12D) przy jednoczesnym wzroscie ekspresji BMI1 na poziomie transkryptu (Ryc. 12A,
12B), co moze $wiadczy¢ o efekcie kompensacji. Zaobserwowano rowniez wzrost ekspresji
RING1 i RNF2 na poziomie mRNA oraz spadek ekspresji na poziomie biatka. W przypadku
komorek hodowanych w standardowych warunkach obserwuje si¢ takze wzrost ekspresji

MAP1LC3 i SQSTM1 na poziomie mRNA oraz biatka.
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Rycina 12. Ekspresja genow kodujacych bialka kompleksu PRC1 oraz genéw zaangazowanych
w proces autofagii po zahamowaniu ekspresji BMI1 z uzyciem inhibitora PTC-209 w komoérkach
Ishikawa w warunkach standardowych i obnizonym stezeniu glukozy. Wzgledna ekspresja genow
RING1, RNF2, BMI1, MAP1LC3, SQSTM1 w stosunku do kontroli 48 godzin po traktowaniu komorek
PTC-209. Wyniki stanowig $rednia z 3 powtdrzen (A, B); *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
Reprezentatywne wyniki analizy immunodetekcji RING1A, RING1B, BMI-1, LC3A/B, p62 48 godzin
po traktowaniu PTC-209 (C, D). Na rycinie przedstawiono wyniki z dwoch powtorzen. Wyniki analizy
densytometrycznej ekspresji biatek po traktowaniu PTC-209 przedstawione jako wzglgdna zmiana
ekspresji w stosunku do kontroli (12E, 12F); *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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7.3. Okreslenie poziomu ubikwitynylacji histonu H2A w komdrkach z zahamowanag

ekspresja/aktywnoscia RING1A/B i BMI-1

Poniewaz kompleks PRCI1, ktorego sktadnikami sg RING1A/B i BMI-1 jest zaangazowany
w ubikwitynylacje histonu H2A oceniono wplyw wyciszenia genéw lub zahamowania
aktywno$ci bialek na t¢ modyfikacje. Chociaz zaréwno RINGI1A, jak i RINGIB sa
zaangazowane w monoubikwitynylacje histonu H2A, wydaje si¢, ze dominujacg role petni
RINGI1B, ktorego utrata prowadzi zwykle do znacznego spadku ubikwitynylacji H2A.
Utrata RING1A ma na to tylko niewielki wptyw [8].

W zwiagzku z tym, oceniono poziom ubikwitynylacji histonu H2A w liniach komérkowych
HEC-1A 1 Ishikawa po interferencji RNA, a takze traktowaniu PRT4165 w warunkach
standardowych oraz hipoglikemii. Analiza wykonana metoda Western blotting wykazata
w komorkach linii HEC-1A istotny spadek ubikwitynylacji histonu H2A tylko po
traktowaniu PRT4165 w warunkach hipoglikemii (Ryc. 13J/L). W przypadku komorek linii
Ishikawa doszto do spadku poziomu ubikwitynylacji zarowno w wyniku interferencji RNA

jak i traktowania PRT4165 w warunkach standardowych.

56



M.cz.
[ kDal] HEC-1A
o - R
Kontrola  siRING1
D
HEC-1A
Kontrola siRNF2
G
HEC-1A
o« - I
S -
40 —
Kontrola PRT4165
25 mM glukoza
J
HEC-1A

Kontrola PRT4165

0,5 mM glukoza

B
M.cz. .
[ kDa] Ishikawa
Kontrola  siRING1
E .
Ishikawa
Kontrola siRNF2
H
Ishikawa
40 —
Kontrola PRT4165
25 mM glukoza
K
Ishikawa

Kontrola PRT4165

0,5 mM glukoza

Wzgledna zmiana ekspresji

ekspresji

Wzgledna

Wzgledna zmiana ekspresji

siRING1
[ Kontrola [l UbH2A
1.5
1.0
0.5 Sk
0.0
HEC-1A Ishikawa
siRNF2
[ Kontrola [l UbH2A
1.5
1.0
J %
0.5
0.0
HEC-1A Ishikawa
PRT4165
O Kontrola M UbH2A
15 25mM glukoza
1.0
0.5 *k
0.0
HEC-1A Ishikawa
PRT4165
[ Kontrola [ UbH2A
15 0,5mM glukoza
1.0
%
0.5
0.0
HEC-1A Ishikawa

Rycina 13. Wyciszenie/zahamowanie ekspresji RING1 i RNF2 wplywa na ubikwitynylacje histonu
H2A na lizynie 119. Reprezentatywne wyniki analizy immunodetekcji UbH2A w komorkach HEC-1A
i Ishikawa 48 godzin po interferencji RNA (A, B, D, E) oraz traktowaniu PRT4165 w réznym stezeniu
glukozy — 25 mM (G, H) i 0,5 mM (J, K). Na rycinie przedstawiono wyniki z dwoch powtdrzen. Wyniki
analizy densytometrycznej ilosci UbH2A po wyciszeniu/zahamowaniu ekspresji RING1/RNF2 (C, F, I,

L); *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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Oceniono poziom ubikwitynylacji histonu H2A w liniach komorkowych HEC-1A i Ishikawa

po interferencji RNA, a takze traktowaniu PTC-209 w warunkach standardowych oraz

hipoglikemii. Analiza wykonana metoda Western blotting wykazata wzrost poziomu

ubikwitynylacji histonu H2A po traktowaniu PTC-209 w warunkach standardowych oraz

spadek w warunkach hipoglikemii. W przypadku komorek HEC-1A obserwowano rowniez

wzrost poziomu ubikwitynylowanego histonu H2A po interferencji RNA.
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Rycina 14. Wyciszenie/zahamowanie ekspresji BMI1 wplywa na ubikwitynylacje histonu H2A na
lizynie 119. Reprezentatywne wyniki analizy immunodetekcji UbH2A w komoérkach HEC-1A i Ishikawa
48 godzin po interferencji RNA (A, B) oraz traktowaniu PTC-209 w réznym stezeniu glukozy — 25 mM
(D, E) i 0,5 mM (G, H). Na rycinie przedstawiono wyniki z dwdch powtorzen. Wyniki analizy

densytometrycznej ilosci UbH2A po wyciszeniu/zahamowaniu ekspresji BMI1 (C, F, I); *p<0,05;

**p<0,01; ***p<0,001.

58



7.4. Okreslenie wplywu zahamowania aktywnosci RING1A/B i BMI-1 pojedynczo lub

w kombinacji z induktorami autofagii na zywotnos¢ komorek

Wykorzystujac test MTT zbadano wplyw inhibitoréw PRT4165 i PTC-209 pojedynczo oraz
w kombinacji z induktorami autofagii — metforming i Torinl na zywotno$¢ komodrek
HEC-1A i Ishikawa (Rycina 15-16). W pierwszym etapie ustalono st¢zenie ICso dla
pojedynczych zwigzkoéw. Nastepnie komorki traktowano odpowiednio jednym zwigzkiem
w stezeniu ICsp oraz drugim zwigzkiem w okreslonym szeregu stezen W celu wyznaczenia
jego stezenia ICso w kombinacji. Wyznaczone warto$ci ICsop wszystkich zwigzkow
przedstawiono w Tabeli 5.

Korzystajac z metody Chou-Talalaya wyliczono wskaznik CI (ang. Combination Index),
ktorego warto$¢ okresla jak oddziatujg na siebie zwigzki w zastosowanych kombinacjach.
Aby okresli¢ oddziatywania migdzy zwigzkami w zastosowanych kombinacjach wykonano
obliczenia wskaznika CI wykorzystujac otrzymane wartosci ICso.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze zastosowanie PRT4165 w kombinacji z metforming daje
niewielki efekt antagonistyczny w komorkach HEC-1A i efekt antagonistyczny
w komorkach Ishikawa. Kombinacja PRT4165 z Torinl daje efekt antagonistyczny w obu
liniach komoérkowych. Analogiczne eksperymenty z wykorzystaniem PTC-209
w kombinacji z metforming i Torinl wykazaty, ze zastosowane kombinacje zwigzkow

wykazujg efekt antagonistyczny w obu liniach komoérkowych (Tabela 6).
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Rycina 15. Wyniki analizy wplywu PRT4165 pojedynczo i w kombinacji z induktorami autofagii
metforming i Torin1 na zywotno$¢ komérek. Zywotno$é komérek w porownaniu do kontroli 48 godzin
po traktowaniu inhibitorem RING1A/B pojedynczo i w kombinacji z metforming dla linii komorkowej
HEC-1A (A, C) oraz linii Ishikawa (B, D), a takze po traktowaniu inhibitorem RING1A/B pojedynczo
i w kombinacji z Torinl dla linii komorkowej HEC-1A (E, G) oraz linii Ishikawa (F, H). Wyniki stanowia
$rednia z trzech powtorzen.
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Rycina 16. Wyniki analizy wpltywu PTC-209 pojedynczo i w kombinacji z induktorami autofagii
metforming i Torin1 na zywotno$¢ komérek. Zywotno$é komérek w pordwnaniu do kontroli 48 godzin
po traktowaniu inhibitorem BMI-1 pojedynczo i w kombinacji z metforming dla linii komérkowej
HEC-1A (A, C) oraz linii Ishikawa (B, D), a takze po traktowaniu inhibitorem BMI-1 pojedynczo
i w kombinacji z Torin1 dla linii komorkowej HEC-1A (E, G) oraz linii Ishikawa (F, H). Wyniki stanowia

$rednig z trzech powtorzen.
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Tabela 5. Wartosci ICso uzywanych zwiazkow

Pojedynczy zwiazek ICso
| zwiazek uzyty w kombinacji HEC-1A Ishikawa
PRT4165 51,6 uM 26,9 uM
PTC-209 0,6 uM 0,4 uM
metformina 3,5mM 7,2mM
Torinl 36 nM 84 nM
PRT4165 + metformina 9,8 uM 10,6 uM
metformina + PRT4165 3,4 mM 8,8 mM
PRT4165 + Torinl 42 uM 17 uM
Torinl + PRT4165 23,8 nM 72 nM
PTC-209 + metformina 0,5 uM 0,6 uM
metformina + PTC-209 2,6 mM 10 mM
PTC-209 + Torinl 0,72 uM 0,2 uM
Torinl + PTC-209 58 nM 100 nM

Tabela 6. Ocena oddziatywan migdzy PRT4165 lub PTC-209 w kombinacji z induktorami

autofagii metforming 1 Torinl na podstawie wyliczonego wspotczynnika CI dla komorek
HEC-1A i Ishikawa.

HEC-1A Ishikawa
Cl oddzialywania Cl oddzialywania

PRT4165 1,16 niewielki antagonizm 1,61 antagonizm
+ metformina

PRT4165 1,47 antagonizm 1,48 antagonizm

+ Torinl

PTC-209 1,57 antagonizm 2,89 antagonizm
+ metformina

PTC-209 2,81 antagonizm 1,69 antagonizm

+ Torinl
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7.5. Okreslenie wplywu zahamowania aktywnosci RING1A/B i BMI-1 pojedynczo lub

w kombinacji z inhibitorami autofagii na zywotnos¢ komorek

Oceniono zywotnos$¢ komorek po traktowaniu komorek linii HEC-1A i Ishikawa z uzyciem
inhibitorow PRT4165 i PTC-209 pojedynczo oraz w kombinacji z inhibitorami autofagii
Lys05 1 hydroksychloroching (HCQ) (Rycina 17-18). Przeprowadzono analogiczne
eksperymenty jak w przypadku induktoréw autofagii. Wyznaczone warto$ci ICso wszystkich
zwigzkoéw przedstawiono w Tabeli 7.

Nastgpnie wyliczono wspotczynnik CI dla kazdej kombinacji zwigzkow (Tabela 8).
Uzyskane wyniki wskazuja, ze zastosowanie PRT4165 w polaczeniu z Lys05 i HCQ
wykazuje efekt antagonistyczny w obu liniach komoérkowych. Analogiczne eksperymenty
z zastosowaniem PTC-209 w kombinacji z Lys05 wykazujg efekt antagonistyczny w linii
komorkowej HEC-1A, ale niewielki efekt synergistyczny w linii komorkowej Ishikawa.

Kombinacja PTC-209 z HCQ daje efekt antagonistyczny w obu liniach komoérkowych.
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Rycina 17. Wyniki analizy wplywu PRT4165 pojedynczo i w kombinacji z inhibitorami autofagii
Lys05 i HCQ na zywotno$¢ komérek. Zywotno$¢ komorek w poréwnaniu do kontroli 48 godzin po
traktowaniu inhibitorem RING1A/B pojedynczo i w kombinacji z Lys05 dla linii komérkowej HEC-1A
(A, C) oraz linii Ishikawa B, D), a takze po traktowaniu inhibitorem RINGI1A/B pojedynczo
i w kombinacji z HCQ dla linii komérkowej HEC-1A (E, G) oraz linii Ishikawa (F, H). Wyniki stanowig
srednig z trzech powtorzen.
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Rycina 18. Wyniki analizy wplywu PTC-209 pojedynczo i w kombinacji z inhibitorami autofagii
Lys05 i HCQ na zywotno$¢ komérek. Zywotno$é komoérek w porédwnaniu do kontroli 48 godzin po
traktowaniu inhibitorem BMI-1 pojedynczo i w kombinacji z Lys05 dla linii komérkowej HEC-1A (A,
C) oraz linii Ishikawa (B, D), a takze po traktowaniu inhibitorem BMI-1 pojedynczo i w kombinacji
z HCQ dla linii komorkowej HEC-1A (E, G) oraz linii Ishikawa (F, H). Wyniki stanowig $rednig z trzech

powtorzen.
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Tabela 7. Wartosci ICso uzywanych zwiazkow

Pojedynczy zwiazek ICso
| zwiazek uzyty w kombinacji HEC-1A Ishikawa
PRT4165 51,6 uM 26,9 M
PTC-209 0,6 uM 0,4 uM
Lys05 15 uM 8,6 UM
HCQ 150 pM 170 uM
PRT4165 + Lys05 14 M 0,6 uM
Lys05 + PRT4165 17,1 pM 14,7 uM
PRT4165 + HCQ 13,3 uM 38,5uM
HCQ + PRT4165 220 uM 198 uM
PTC-209 + Lys05 0,8 uM 0,06 uM
Lys05 + PTC-209 11,8 uM 6,3 uM
PTC-209 + HCQ 0,7 uM 0,96 uM
HCQ + PTC-209 88 uM 111 uM

Tabela 8. Ocena oddziatywan migdzy PRT4165 lub PTC-209 w kombinacji z inhibitorami

autofagii Lys05 1 HCQ na podstawie wyliczonego wspotczynnika CI dla koméorek HEC-1A

i Ishikawa.
HEC-1A Ishikawa
Cl oddzialywania Cl oddzialywania

PRT4165 1,41 umiarkowany 1,72 antagonizm
+ Lys05 antagonizm
PRT4165 1,71 antagonizm 2,59 antagonizm
+HCQ

PTC-209 2,12 antagonizm 0,88 niewielki synergizm
+ Lys05

PTC-209 1,7 antagonizm 3,05 antagonizm
+ HCQ
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7.6. Okreslenie wplywu zahamowania aktywnosci RING1A/B i BMI-1 w kombinacji
z Lys05 na apoptoze i nekroptoze

W celu okreslenia wptywu inhibitoréw kompleksu PRC1 oraz lizosoméw na poziom
apoptozy komoérek wykonano analiz¢ cytometryczng z uzyciem barwnikow
fluorescencyjnych. W przeprowadzonych eksperymentach jako inhibitor lizosomow
wykorzystano tylko Lys05 ze wzgledu na dziesigciokrotnie wigksza efektywnos¢ niz HCQ.
Jako kontrole pozytywna wykorzystano komorki traktowane kamptotecyng. Uzyskane
wyniki wskazujg, ze traktowanie PRT4165 i Lys05 pojedynczo wptywa na wzrost odsetka
komorek HEC-1A we wczesnej i poznej fazie apoptozy wzgledem kontroli. Ponadto
zaobserwowano nizszy odsetek komérek we wezesnej apoptozie po traktowaniu kombinacja
PRT4165 i Lys05 w porownaniu do kontroli pozytywnej i pojedynczego traktowania
PRT4165 (Ryc. 19C). W komorkach Ishikawa obserwuje si¢ nizszy odsetek komoérek we
wczesnej apoptozie po traktowaniu Lys05 w poréwnaniu do kontroli pozytywnej (Ryc.
19D). Dodatkowo wykazano wyzszy odsetek komorek w poznej fazie apoptozy niz we

wczesnej fazie po traktowaniu Lys05 i kombinacja zwigzkow.
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Rycina 19. Wyniki analizy wplywu PRT4165, Lys05 oraz ich kombinacji na poziom apoptozy
komoérek (A-D). Przyktadowe histogramy przedstawiajagce zawartos¢ komoérek zywych (Q3),
nekrotycznych (Q1) oraz we wczesnej (Q4) i poznej (Q2) fazie apoptozy po traktowaniu odpowiednimi
zwigzkami dla komoérek HEC-1A (A) oraz Ishikawa (B). Odsetek komoérek we wezesnej i pozniej fazie
apoptozy 48 godzin po traktowaniu PRT4165 i Lys05 pojedynczo i w kombinacji dla komérek HEC-1A
(C) oraz Ishikawa (D). Wyniki stanowig $rednia z trzech powtorzen; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Przeprowadzono analogiczny eksperyment wykorzystujac PTC-209, Lys05 oraz kombinacj¢
obu zwigzkow w celu sprawdzenia ich wptywu na apoptoze w komoérkach HEC-1A
i Ishikawa. Obserwuje si¢ zwigkszony odsetek komorek HEC-1A we weczesnej fazie
apoptozy po traktowaniu kamptotecyng i PTC-209 wzgledem kontroli, a takze wyzszy
odsetek komodrek w poznej apoptozie po traktowaniu Lys05 i kombinacja obu zwigzkoéw

(Ryc. 20C). W przypadku komorek Ishikawa zaobserwowano spadek odsetka komoérek we
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wczesnej apoptozie po traktowaniu Lys05 oraz kombinacja zwigzkéw. Ponadto wykazano
takze wzrost odsetka komorek w poznej fazie apoptozy po traktowaniu PTC-209 i Lys05
wzgledem pojedynczego traktowania PTC-209 (Ryc. 20D). Obserwuje si¢ takze znaczacy
wzrost odsetka komorek w poznej apoptozie wzgledem komorek we wcezesnej fazie po

traktowaniu Lys05 i kombinacja zwigzkow.
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Rycina 20. Wyniki analizy wpltywu PRT-209, Lys05 oraz ich kombinacji na poziom apoptozy
komérek (A-D). Przykltadowe histogramy przedstawiajace zawartos¢ komoérek zywych (Q3),
nekrotycznych (Q1) oraz we wezesnej (Q4) 1 péznej (Q2) fazie apoptozy po traktowaniu odpowiednimi
zwigzkami dla komoérek HEC-1A (A) oraz Ishikawa (B). Odsetek komoérek we wezesnej i pozniej fazie
apoptozy 48 godzin po traktowaniu PTC-209 i Lys05 pojedynczo i w kombinacji dla komérek HEC-1A
(C) oraz Ishikawa (D). Wyniki stanowig $rednig z trzech powtorzen; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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W komorkach traktowanych PRT4165 analizowano poziom kaspazy 3 i jej formy cigte;j.
Jako induktor apoptozy wykorzystano kamptotecyng. Wykazano widoczne wzrosty
poziomu cigtej formy kaspazy 3 w obu liniach komoérkowych po traktowaniu kamptotecyna
oraz kombinacjg kamptotecyny z PRT4165 (Ryc. 21A, 21B). Analiza densytometryczna
w komoérkach HEC-1A wykazata niewielki wzrost ekspresji cigtej kaspazy 3 po traktowaniu

PRT4165 wzgledem kontroli, nie obserwuje si¢ tego w komorkach Ishikawa.
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Rycina 21. Ocena wplywu PRT4165 oraz kamptotecyny na apoptoze w komérkach HEC-1A
i Ishikawa. Reprezentatywne wyniki analizy immunodetekcji cietej kaspazy 3, kaspazy 3 i kaspazy 8
24 godziny po traktowaniu kamptotecyng w stezeniu 5 uM dla komérek HEC-1A oraz 6 godzin po
traktowaniu kamptotecyng w stezeniu 5 uM dla komérek Ishikawa (A, B). Na rycinie przedstawiono
wyniki z dwoch powtorzen. Wyniki analizy densytometrycznej ekspresji biatek przedstawione jak
wzgledna zmiana ekspresji w stosunku do kontroli (C, D); *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Poniewaz zmiany w ilo$ci kaspaz po traktowaniu PRT4165 w obu liniach komoérkowych nie
byty istotne, postanowiono sprawdzi¢ wplyw inhibitora na ekspresj¢ bialek zwigzanych
z procesem nekroptozy — RIP i jego fosforylowanej formy oraz MLKL.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze traktowanie PRT4165 wptywa na wzrost ilosci biatek RIP
i MLKL w obu liniach komérkowych (Ryc. 22A, 22B). Podobny efekt, cho¢ w mniejszym
stopniu, obserwuje si¢ po zastosowaniu Lys05, jednak w wyniku traktowania komoérek

kombinacja zwigzkow ilo$¢ obu biatek jest mniejsza. Zwigkszony stosunek fosforylowanej
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formy biatka RIP do RIP obserwuje si¢ po traktowaniu Lys05 w komoérkach Ishikawa
(Ryc. 22E).
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Rycina 22. Ekspresja bialek zaangazowanych w proces nekroptozy po traktowaniu PRT4165
i Lys05 w komorkach HEC-1A i Ishikawa. Reprezentatywne wyniki analizy immunodetekcji pRIP,
RIP i MLKL 48 godzin po traktowaniu PRT4165 w stezeniu ICsg i 1C25 (40 uM dla HEC-1A; 16 uM dla
Ishikawa), Lys05 w stezeniu ICzs (10,5 uM dla HEC-1A, 6,4 uM dla Ishikawa) oraz kombinacji PRT4165
i Lys05 w stezeniach ICys dla danej linii komorkowej (A, B). Na rycinie przedstawiono wyniki z dwoch
powtdrzen. Wyniki analizy densytometrycznej ekspresji bialek przedstawione jak wzgledna zmiana
ekspresji w stosunku do kontroli (C, D); *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Stosunek fosforylowanej formy
biatka RIP do RIP (E).

Okreslono wplyw zahamowania ekspresji BMI1 z uzyciem PTC-209 w kombinacji
z inhibitorem autofagii Lys05 na ekspresj¢ biatek zaangazowanych w apoptoze i nekroptozg.
Wyniki analizy wykazaty, ze traktowanie komorek obu linii wysokimi stezeniami PTC-209
przyczynia si¢ do wzrostu ekspresji biatka RIP3, ale w komorkach HEC-1A dochodzi do
wyraznego spadku fosforylacji tego biatka (Ryc. 23A). W obu typach komorek zastosowanie
PTC-209 w kombinacji z Lys05 wptywa na zmniejszenie ilosci puli fosforylowanego RIP
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w odniesieniu do jego catkowitej ilosci. W komorkach Ishikawa zaobserwowano wzrost
poziomu cigtej kaspazy 3 po traktowaniu PTC-209 w stosunku do kontroli, ale nie obserwuje

si¢ tego po traktowaniu komorek PTC-209 w potaczeniu z Lys05 (Ryc. 23B).

A B
M.cz. M.cz.
[kDa] HEC-1A [kDa] Ishikawa
e P ———
- —— s+ —— o
Kontrola PTC-209 PTC-209 Lys05 PTC-209 Kontrola pPTC-209 PTC-209 Lys05 PTC-209
10uM  ICgy  ICgy +Lys05 SuM  IC,  ICg +Lys0s
C IC,
50 50
C HEC-1A D Ishikawa
7
I PTC-209 10 uM = I PTC-209 5 uM
® =3 PTC-209 ICs, o %1 =1 PTC-209 ICs,
£ ¢ =3 Lys051Cs, 25 = Lys05ICs
[ mm PTC-209 ICs + Lys051Csy  © Hm. PTC:2081Ce + Lys06 1Cs
£ 5 ©
: L N
© =
84 % o
2 ]
g £,
© &
35! 2.
@ =
Qo o
E pRIP RIP kaspaza 3 pRIP RIP c-kaspaza 3 kaspaza 3
E [ PTC-209 10 uM /5 uM
o = PTC-209 ICs
= B Lys05 ICs
= 2.57 mm PTC-209 ICs + Lys05ICs,
T 2.0
a
¥ 1.51
[

B Rt TORIRRRES [ =" PR

HEC-1A Ishikawa

Rycina 23. Ekspresja bialek zaangazowanych w proces apoptozy i nekroptozy po traktowaniu
PTC-209 i Lys05 w komérkach HEC-1A i Ishikawa. Reprezentatywne wyniki analizy immunodetekcji
PRIP, RIP, cictej kaspazy 3, kaspazy 3 48 godzin po traktowaniu PTC-209 w stezeniu 10 uM dla
HEC-1A i 5 uM dla Ishikawa oraz 1Cso, Lys05 w stezeniu ICso oraz kombinacji PTC-209 z Lys05
w stezeniach ICsp dla danej linii komoérkowej. Na rycinie przedstawiono wyniki z dwoch powtorzen (A,
B). Wyniki analizy densytometrycznej ekspresji biatek przedstawione jako wzgledna zmiana ekspresji
(C, D); *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Stosunek fosforylowanej formy biatka RIP do RIP (E)
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8. Dyskusja

Pomimo intensywnych badan i postepu w leczeniu chordob nowotworowych odnotowuje si¢
ciagly wzrost zachorowan. WSs$rdod najczesciej diagnozowanych nowotworow
ginekologicznych u kobiet wyrdznia si¢ raka endometrium. Poniewaz pacjentki z rakiem
endometrium sg cz¢sto diagnozowane we wczesnym stadium choroby rokowanie u nich jest
stosunkowo dobre w pordwnaniu z innymi nowotworami ginekologicznymi, jednak pomimo
tego na $wiecie rocznie umiera okoto 90 000 pacjentek [211, 212]. W przypadku leczenia
nowotworu zwykle stosuje si¢ chemioterapi¢ ogdlnoustrojowa, jednak schemat
chemioterapii dla raka endometrium pozostaje ograniczony [211, 212]. Wciaz poszukuje si¢
nowych chemioterapeutykow, ktore indukujac lub hamujgc okreslone mechanizmy
komorkowe wykazywatyby skuteczniejsze dziatanie przeciwnowotworowe. Jednym z tych
proceséw jest autofagia, ktora pelni zardwno funkcje promujaca przezycie jak i $mier¢
komorki. W odpowiedzi na stres lub uszkodzenia, dochodzi do indukcji autofagii, ktéra
zatrzymuje procesy anaboliczne, aby utrzymaé¢ komorki przy zyciu, jednak nadmierna
autofagia prowadzi do ich $mierci. Regulacja autofagii jest zwigzana z etiopatogeneza kilku
chorob, w tym nowotworow, ale jej rola jest niejednoznaczna. Wykazano, ze autofagia
hamuje rozw¢j nowotworow, zwlaszcza we wczesnych stadiach inicjacji. Wigkszos¢ biatek
bioragcych udzial w indukcji autofagii hamuje onkogenezg. Co wigcej, wiele genow
zwigzanych z autofagig jest nieaktywnych w réznych typach nowotwordéw lub ich aktywnos$¢
jest obnizona [213]. Z drugiej strony, w p6znych stadiach rozwoju nowotworu autofagia jest
mechanizmem wspierajacym progresje i przerzuty [214]. Podczas rozwoju nowotworu
komorki znajduja si¢ w stanie hipoksji i stresu oksydacyjnego z powodu braku unaczynienia
[215]. W takich warunkach autofagia przyczynia si¢ do powstania komorek
nowotworowych opornych na terapie przeciwnowotworowe i o duzym potencjale do
przerzutow [214]. Chociaz w literaturze mozna znalez¢ liczne informacje na temat
cytoplazmatycznych czynnikow i proceséw regulujacych autofagie, molekularne podstawy
epigenetycznej regulacji autofagii nie zostaly do konca wyjasnione [216]. Represyjne
kompleksy Polycomb sg waznymi epigenetycznymi regulatorami, ktore wplywajg na
ekspresje gendw poprzez modyfikacje histonow. Zalezno$¢ pomiedzy autofagia a EZH2,
ktora jest sktadnikiem kompleksu PRC2 jest do$¢ dobrze przebadana w kontekscie
nowotworow. Wykazano, ze zahamowanie ekspresji EZH2 wplywa na indukcje¢ autofagii
w komorkach raka jelita grubego [217], raka trzustki [218], zotadka [219] oraz pecherza

moczowego [220]. Znacznie mniej wiadomo o wpltywie sktadnikow kompleksu PRC1 na
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proces autofagii. W literaturze biochemicznej istnieja nieliczne doniesienia wiazace spadek
ekspresji BMI-1 z indukcja autofagii. Wu 1 wsp. wykazali, ze wyciszenie BMI-1 przy
jednoczesnym zastosowaniu 5-florouracylu moze wplywaé na indukcj¢ autofagii
w komorkach raka watroby [156]. Badania przeprowadzone przez Dey i1 wsp. wykazaty
indukcje procesu autofagii w komoérkach raka jajnika OVCAR4 1 CP20 z wyciszong
ekspresja BMIL1 [154]. Aktywno$¢ RING1A/B byta natomiast tagczona z zaangazowanym
w autofagi¢ biatkiem AMBRA1. AMBRAI odpowiada za aktywacje 1 stabilizacj¢
kompleksu beklina 1-Vps34, promujac tworzenie autofagosomu [221, 222]. Xia i wsp.
wykazali, ze RING1B wptywajac na ubikwitynylacj¢ biatka AMBRAI prowadzi do
obnizenia autofagii w mysich fibroblastach [158].

W prezentowane] pracy przeprowadzono badania majace na celu okreslenie wpltywu
wyciszenia lub zahamowania aktywnos$ci bialek RING1A/B 1 BMI-1 na ekspresj¢ genow
zwigzanych z autofagia w komorkach raka endometrium HEC-1A i Ishikawa. Wykazano, ze
wyciszenie RING1 oraz RNF2 metodg interferencji RNA powoduje pewne zmiany
w ekspresji genow powigzanych z autofagiag na poziomie mRNA, jednak z nielicznymi
wyjatkami brak jest znacznych zmian na poziomie biatka. Moze to czg¢$ciowo wynikac
z redundancji funkcjonalnej produktéw genow RING1 i RNF2 oraz potranslacyjnych
mechanizmow regulacyjnych, przede wszystkim dlugiego okresu pottrwania biatka.
Zaobserwowano natomiast wzrost iloci biatka uznawanego za marker dla procesu autofagii
— LC3B po wyciszeniu RNF2 w komorkach HEC-1A oraz wyciszeniu RING1 w komoérkach
Ishikawa. Ponadto stwierdzono, ze wyciszenie RNF2 prowadzi do wyraznego wzrostu
ekspresji RING1A w komorkach, Chociaz nie obserwuje si¢ odwrotnej zaleznoSci.
W literaturze istnieja doniesienia sugerujace funkcjonalng redundancj¢ RING1A i RING1B
w embrionalnych nerwowych komodrkach macierzystych [223] 1 zarodkach
przedimplantacyjnych [224]. Inaktywacja dowolnego paralogu wplywa na obnizenie
globalnego poziom ubikwitynylacji lizyny 119 histonu H2A, jednak jej najwigkszy spadek
obserwuje si¢ w przypadku utraty aktywnosci obu biatek [225, 226]. Z drugiej strony wydaje
si¢, ze RING1B petni dominujaca rolg w kompleksie PRC1. W badaniach z wykorzystaniem
modelu myszy z nokautem RING1 i RNF2 stwierdzono, ze utrata RING1A skutkuje
niewielkimi zmianami w strukturze szkieletowej mysich embrionéw, natomiast utrata
RING1B jest zwigzana z wczesng letalnos$cig embrionow [227, 228].

W celu zahamowania Kkatalitycznej aktywnosci RING1A i RING1B wykorzystano
syntetyczny inhibitor PRT4165. Zwiazek ten hamuje aktywno$¢ ligazy ubikwityny E3
zarowno RINGI1A jak i RING1B, ale nie wykazuje specyficznosci wzgledem innych ligaz
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np. RNF6 czy RNF168 [229]. W obecnosci PRT4165 ubikwitynylacja histonu H2A moze
zosta¢ catkowicie zahamowana niezaleznie od tego czy RING1 czy RNF2 przyczyniaja si¢
do aktywnosci ligazy ubikwitynowej E3 [229]. W literaturze biochemicznej brak jest
informacji na temat wptywu PRT4165 na proces autofagii. Przeprowadzone w pracy badania
wykazaly w komorkach Ishikawa traktowanych PRT4165 wzrost poziomu formy LC3B oraz
spadek poziomu biatka p62, kolejnego charakterystycznego markera dla procesu autofagii.
Biatko p62 jest pierwszym wyselekcjonowanym adaptatorem autofagii odkrytym u ssakow.
Jego nazwa (ang. sequestosome 1) wynika ze zdolnosci do tworzenia agregatow.
Wewnatrzkomorkowy  poziom biatka p62 zalezy od regulacji transkrypcji
I potranskrypcyjnej degradacji w procesie autofagii [230]. Funkcjonalne znaczenie p62
okreslono dopiero gdy Komatsu i wsp. wykazali zwigzek miedzy p62 a LC3, wskazujac na
role p62 w autofagii. W badaniach stwierdzono, ze p62 posredniczy w tworzeniu biatkowych
agregatow, co sugerowato, ze p62 ulatwia selektywna degradacje tadunku biatkowego
podczas autofagii [231]. Obecnie wiadomo, ze p62 dziata jako adaptator wigzac agregaty
ubikwitynylowanych biatek i dostarczajac je do autofagosomow [232]. W wyniku
zahamowania autofagii dochodzi do kumulacji p62, a podczas indukcji autofagii obserwuje
si¢ obnizony poziom biatka, dlatego tez p62 mozna stosowaé jako marker procesu [233].
Zatem w komorkach Ishikawa zastosowanie PRT4165 przyczynia si¢ do indukcji autofagii,
czego nie obserwuje si¢ w komorkach HEC-1A. Podobne rezultaty uzyskano po wyciszeniu
BMI-1, ktére jest kolejnym istotnym biatkiem wchodzacym w sktad kompleksu PRCI1.
BMI-1 jest kluczowe dla funkcjonowania kompleksu PRC1 pehiac funkcje regulujaca
aktywnosc¢ ligazy E3 biatka RINGI1B [8, 106]. Uwaza si¢, ze BMI-1 odgrywa wazng role
w proliferacji, unie$miertelnieniu i starzeniu si¢ komorek [9]. Jego nadekspresj¢ obserwuje
si¢ w wielu typach nowotworéw w tym raku piersi, jajnika, jelita grubego czy prostaty. Co
wigcej, nieprawidlowa ekspresja BMI-1 zostala istotnie skorelowana z klinicznym stopniem
zaawansowania nowotworu. Badania sugeruja, ze BMI-1 moze by¢ zaangazowany
w hamowanie autofagii w niektorych komoérkach nowotworowych.

W ramach pracy do zahamowania ekspresji biatka BMI-1 wykorzystano takze inhibitor
PTC-209. Zaobserwowano spadek ekspresji BMI-1 na poziomie biatka przy jednoczesnym
wzroscie ekspresji na poziomie transkryptu w obu liniach komoérkowych. PTC-209 hamuje
translacje biatka BMI-1, a zmniejszenie ilosci biatka moze stanowi¢ sygnat dla komorki do
uruchomienia mechanizmu wptywajacego na aktywacje transkrypcji. Mayr i wsp. uzyskali
podobne wyniki po zastosowaniu PTC-209 w komorkach raka drog zolciowych [234].

W wyniku zmniejszenia poziomu BMI-1 obserwuje si¢ zmiany ekspresji markerow autofagii
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na poziomie MRNA oraz biatka w obu liniach komérkowych. Badania przeprowadzone
przez Zhang i wsp. oraz Wang i wsp. wykazaly, ze zahamowanie ekspresji BMI-1 prowadzi
do aktywacji szlaku AMPK-mTOR, wzrostu ekspresji LC3B i w konsekwencji aktywacji
autofagii w raku pecherza moczowego i w mysich ksenograftach [235, 236].

W komoérkach ssakow gldwnymi regulatorami autofagii sa czynniki hormonalne i odzywcze.
Wsrod nich najbardziej doktadnie zbadano regulacjg¢ przez aminokwasy i insuling oraz ich
szlaki sygnalizacyjne [237]. Wiedza na temat wptywu innych sktadnikow odzywczych jest
ograniczona. Powszechnie wiadomo, ze niedobor glukozy jest czynnikiem indukujagcym
autofagie, jednak wplyw jej niedoboru na komoérki nowotworowe jest stosunkowo mniej
zbadany [238]. W zwiazku z tym sprawdzono wptyw glodzenia na proces autofagii
w komorkach kontrolnych HEC-1A i Ishikawa oraz traktowanych PRT4165 lub PTC-209.
Stwierdzono, ze zmniejszenie st¢zenia glukozy w poréwnaniu do komoérek hodowanych
w standardowym stezeniu (hiperglikemia) powoduje wzrost LC3A/B oraz p62 na poziomie
transkryptu i biatka. Co ciekawe w warunkach hipoglikemii wyraznie zmniejsza si¢ poziom
biatka RING1A w komoérkach HEC-1A i RINGIB w komoérkach Ishikawa. Spadkowi
w ilo$ci biatka towarzyszy wzrost na poziomie mRNA, co moze $wiadczy¢ o zwigkszonej
degradacji bialtka. W komorkach Ishikawa stwierdzono spadek poziomu biatka p62, ale
towarzyszy mu wyrazny wzrost na poziomie mRNA 1 nie ma zwigkszenia ilosci LC3B, ktore
bardzo wyrazne jest w komorkach hodowanych w warunkach wysokiego stezenia glukozy.
Wyniki te sugeruja, ze w przeciwienstwie do warunkow hiperglikemii PRT4165 nie ma
znaczenia dla indukcji autofagii w komorkach Ishikawa hodowanych w warunkach
hipoglikemii. W warunkach hipoglikemii po traktowaniu PTC-209 obserwuje si¢ wyrazne
zmniejszenie poziomu MRNA badanych genéw, szczegoélnie w komodrkach Ishikawa.
W komorkach HEC-1A zaobserwowano spadek poziomu biatka p62 przy wzroscie na
poziomie mRNA i widocznym zmniejszeniu ilo$ci biatka LC3B wzgledem wyniku
uzyskanego w warunkach wysokiego stezenia glukozy. Mozna wigc sugerowacl, ze
stosowanie inhibitorow kompleksu PRC1 w warunkach hipoglikemii zmniejsza ich
skuteczno$¢ w indukowaniu autofagii. Moze by¢ to zwigzane z ogolng tendencjg komorek
nowotworowych do bycia mniej wrazliwymi na stosowane w terapiach zwigzki.
Bhattacharya 1 wsp. w badaniach przeprowadzonych na komorkach raka zotadka wykazali,
ze hipoglikemia zwigkszata opornos¢ na zwigzki cytotoksyczne, zwlaszcza w komorkach
silnie zaleznych od glikolizy. W warunkach obnizonego st¢zenia glukozy komorki

wykazywaty wieksza opornos¢ na 5-fluorouracyl i karboplatyne niz w wysokim stezeniu
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glukozy, co moze sugerowac, ze pozakomoérkowe poziomy glukozy moga wpltywaé na
wrazliwos¢ na leki [239].

Kompleks PRC1 odgrywa wazng role w regulacji ekspresji genow poprzez ubikwitynylacje
lizyny 119 histonu H2A [8]. W prezentowanej pracy warunkach wyciszenia RING1/RNF2
lub BMI1 wykazano bardzo wyrazny spadek ubikwitynylacji histonu H2A w komarkach
Ishikawa. W komoérkach HEC-1A spadek ubikwitynylacji byt widoczny tylko w komorkach
traktowanych inhibitorami w warunkach hipoglikemii. W wyniku traktowania PTC-209
obserwuje si¢ nawet wzrost poziomu H2AK119Ub w komoérkach HEC-1A hodowanych
w warunkach wysokiego st¢zenia glukozy, co moze by¢ skutkiem wzrostu ekspresji
RING1A spowodowanym reakcja komorki na niedobor RING1B. Zatem uzyskane wyniki
sugeruja odmienny wptyw zahamowania aktywnosci biatek kompleksu PRC1 na ekspresje
genow zwigzanych z autofagia w komorkach HEC-1A oraz Ishikawa. Na obecnym etapie
badan nie mozna jednoznacznie stwierdzi¢ co jest przyczyng réznego wptywu inhibitoréw
na komorki HEC-1A i Ishikawa, ale jednym z powodow moze by¢ odmienny kontekst
molekularny obu typow komorek. Szlak sygnalizacyjny PISK/Akt/mTOR jest kluczowym
regulatorem procesu autofagii [240]. Serynowo-treoninowa kinaza AKT jest glowny
efektorem 3-kinazy fosfatydyloinozytolu (PI3K) i moze by¢ aktywowana w wyniku
stymulacji komorek czynnikami wzrostu, cytokinami czy insuling. Zwigkszong ekspresje
1 aktywacje¢ AKT stwierdzono w wielu nowotworach cztowieka, ktéora moze wynikaé
z amplifikacji genu PI3K czy utraty aktywnos$ci fosfatazy PTEN. Fosfataza PTEN jest
jednym z negatywnych regulatorow szlaku kinazy AKT, wplywa na defosforylacje
fosfatydyloinozytolo-3,4,5-trifosforanu  (PIP3) do PIP2 prowadzac posrednio do
defosforylacji kinazy AKT [241]. Za bezposrednia defosforylacja kinazy AKT odpowiadajg
fosfatazy PHLPP1 i 2 [242]. W literaturze biochemicznej istniejg doniesienia wskazujace na
brak ekspresji biatka PTEN w komorkach Ishikawa. Wan 1 wsp. wykazali, ze w komoérkach
Ishikawa istniejg dwa warianty transkrypcyjne genu PTEN. W wyniku delecji w obrebie
kodonu 289 w wariancie pierwszym i delecji w obregbie kodonu 318-319 w wariancie drugim
dochodzi do utworzenia kodonu STOP w wyniku czego powstaje transkrypt, ale nie
powstaje biatko [243]. Wyniki wczeséniejszych badan uzyskane przez nasz zespot wykazaty
ekspresj¢ biatka PTEN w komorkach HEC-1A oraz potwierdzity brak ekspresji
w komorkach Ishikawa. W obu liniach komérkowych traktowanych PTC-209 wykazano
spadek ekspresji biatka BMI-1, ktoremu towarzyszyt spadek poziomu fosforylacji AKT przy

jednoczesnym wzroscie ekspresji fosfataz PLHPP1 i1 2. Sugeruje to, ze BMI-1 moze
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wplywac¢ na aktywnos$¢ AKT nie tylko przez regulacje¢ PTEN, ale takze poprzez regulacje
genow PHLPP [244].

Autofagia petni zarowno funkcje promujacg przezycie, jak i $mier¢ komorki. W odpowiedzi
na stres lub uszkodzenia indukowana jest autofagia, ktdra zatrzymuje procesy anaboliczne,
aby utrzymaé komorki przy zyciu. Jednak nadmierna autofagia prowadzi do $mierci
komorki. Waznym pytaniem pozostajacym bez odpowiedzi jest czy lepiej powstrzymac
tworzenie si¢ autofagosomow, czy tez blokowac ich degradacj¢ za pomoga inhibitoréw
lizosoméw. Mimo postgpow w leczeniu nowotwordw, opornos¢ komorek na leki nadal
pozostaje gldéwnym problemem w projektowaniu skutecznych terapii. Dlatego tez coraz
powszechniej stosuje si¢ schematy leczenia przeciwnowotworowego oparte na skojarzeniu
Kilku substancji. Wykazano, ze PRT4165 hamuje monoubikwitynylacje biatek przez
RINGI1B oraz synergistycznie obniza zdolno$¢ proliferacji nowotwordw w potaczeniu
z innymi lekami takimi jak taxol czy doksorubicyna [245, 246]. W badaniach
przeprowadzonych przez Elango 1 wsp. wykazano, ze PTC-209 w potaczeniu
z palbocyklibem skuteczniej zmniejszaly zywotno$¢ oraz migracj¢ komorek raka piersi,
jelita i prostaty. Ponadto, kombinacja obu zwigzkéw hamowata formowanie si¢ guzéw
w mysim modelu in vivo, ktore byly odpowiednio wigksze u myszy traktowanych
pojedynczym zwigzkiem [247]. W literaturze nie ma danych na temat zastosowania
inhibitoréw lub induktorow autofagii w potaczeniu z inhibitorami kompleksu PRCI.

W zwiagzku z tym w przedstawionej pracy doktorskiej zastosowano PRT4165 lub PTC-209
zarowno pojedynczo, jak i w kombinacji z wybranymi induktorami oraz inhibitorami
autofagii w celu sprawdzenia ich wptywu na Zywotnos¢ komorek raka endometrium.
Zaobserwowano wigksza wrazliwo$¢ komorek Ishikawa na inhibitory biatek kompleksu
PRCI, o czym $wiadczy duzo nizsze stg¢zenie zwigzkéw niezbgdne do uzyskania 50%
spadku zywotno$ci komorek.

Jako induktory autofagii wyodrebniono dwa zwigzki — metforming i Torinl. Metformina jest
jedna z lepiej przebadanych substancji. Stosowana jest przede wszystkim do leczenia
cukrzycy typu |Il, jednak liczne badania wykazaly, ze posiada takze aktywno$¢
proapoptotyczng oraz przez aktywacje szlaku AMPK wpltywa na indukcj¢ autofagii.
Li i wsp. sugeruja, ze metformina indukuje zahamowanie cyklu komoérkowego, apoptoze
oraz autofagie poprzez szlak JNK/c-Jun zalezny od reaktywnych form tlenu w ludzkim
kostniakomigsaku [248]. Badania przeprowadzone przez Wang i wsp. wskazuja, ze
metformina efektywnie hamuje proliferacje poprzez indukcje autofagii i zahamowanie cyklu

komoérkowego w liniach komorkowych szpiczaka mnogiego oraz w mysich ksenograftach
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[249]. Ponadto, wyniki badan Chen i wsp. wykazaly wzrost poziomu LC3B, zahamowanie
migracji oraz cyklu komérkowego w komorkach raka trzustki, a jednoczesne zastosowanie
metforminy i pivastatinu wskazuje na oddziatywania synergistyczne miedzy zwigzkami
[250]. Takahashi i wsp. wykazali po traktowaniu metforming komorek Ishikawa znaczny
spadek zywotnosci oraz proliferacji komoérek, zahamowanie cyklu komoérkowego w fazie
Gl i G2/M, a takze indukcj¢ autofagii oraz zwigkszenie poziomu apoptozy indukowanej
zarowno przez szlak zewnetrzny jak i wewnetrzny [182]. Podobne wyniki uzyskali inni
badacze, ktérzy potwierdzili indukcje autofagii w komoérkach Ishikawa traktowanych
metforming [251, 252]. Torinl jest inhibitorem szlaku kinazy mTOR, ktory bezposrednio
hamuje oba kompleksy prowadzac do uposledzenia wzrostu i proliferacji komorek
w znacznie wigkszym stopniu niz rapamycyna [253]. Park i wsp. wykazali, ze zastosowanie
Torinl w komorkach raka watroby indukuje $mier¢ komoérek w warunkach normoksji, a jego
cytotoksyczno$s¢ w warunkach hipoksji byta znacznie zwigkszona w pordéwnaniu do
warunkoéw prawidlowych. Ponadto, traktowanie Torinl wptywa na wzrost poziomu LC3B
indukujac autofagi¢, a takze obniza poziom BNIP3 zwigkszajac $miertelno$¢
niedotlenionych komoérek nowotworowych [254]. Badania przeprowadzone przez Wang
I wsp. wykazaly, ze zastosowanie Torinl w polgczeniu z nitazoksanidem (NTZ) wplywa na
wzrost zywotno$ci komorek glejaka LN229 w poréwnaniu z samym NTZ. Analiza cyklu
komorkowego wykazata, ze Torinl i NTZ w mniejszym stopniu wpltywaja na zahamowaniu
fazy G0/G1 niz traktowanie tylko NTZ [255].

W prezentowanej pracy stwierdzono, ze w komoérkach raka endometrium stosowanie
inhibitoréw biatek kompleksu PRC1 w potaczeniu z metforming i Torinl nie wplywa na
zwigkszenie ich skuteczno$ci w obnizaniu zywotno$ci komoérek. Wspotczynnik CI
wyliczony dla kombinacji stosowanych zwigzkéw wskazuje na ich efekt antagonistyczny.
Zatem stosowanie inhibitorow PRC1 w potaczeniu z aktywatorami autofagii nie stanowi
obiecujacej strategii przeciwnowotworowej w przypadku raka endometrium.

W literaturze pojawia si¢ coraz wigcej doniesien, ze hamowanie autofagii moze by¢
skutecznym podejsciem w leczeniu zaawansowanych nowotworow. W guzach ze
wzmocniong autofagig jako mechanizmem utrzymujacym komorki przy zyciu, hamowanie
autofagii moze thumi¢ zdolno$¢ komoérek nowotworowych do przetrwania w warunkach
komoérkowego stresu metabolicznego czynigc je bardziej podatnymi na inicjowanie
mechanizmow $mierci komorkowej. Obecnie sposrdd wielu zwigzkdw, ktore hamuja rozne
etapy autofagii, jedynymi klinicznie dostgpnymi lekami stosowanymi do jej hamowania sa

chlorochina i hydroksychlorochina. Leki te wptywaja na zmiang pH w lizosomach i blokujac
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ich fuzje z autofagosomami zapobiegaja degradacji tadunku. Fukuda i wsp. wykazali, ze
jednoczesne traktowanie resweratrolem i chloroching zmniejsza zywotnos¢ komorek
Ishikawa, a zahamowanie autofagii z uzyciem chlorochiny zwigksza apoptoze indukowang
resweratrolem [256]. Badania He i wsp. wykazaly zaréwno indukcje apoptozy i autofagii
przez chryzyng w komérkach HEC-1A i Ishikawa, a dodatkowe zastosowanie chlorochiny
nasilito apoptoze i zwickszyto zahamowanie proliferacji komorek, sugerujac, ze autofagia
indukowana chryzyng, pelnita funkcje cytoprotekcyjng [257]. Wyniki badan
przedklinicznych przedstawione przez Cook i wsp. sugerujg, ze jednoczesne zastosowanie
HCQ i tamoksifenu w liniach komoérkowych raka piersi z ekspresjg receptora estrogenowego
daje lepsze efekty i skuteczniej hamuje autofagi¢ niz uzycie tych zwigzkow pojedynczo
[258]. Wyniki przedklicznych badan in vitro i in vivo stanowito uzasadnienie dla rozpoczecia
badan klinicznych nad nowotworami [214]. Poniewaz dtugotrwate stosowanie chlorochiny
wywotywato powazne skutki uboczne, w badaniach klinicznych najczesciej stosuje si¢
hydroksychloroching, jednak caly czas poszukuje si¢ nowych, coraz bardziej efektywnych
zwigzkow. Lys05 wykazuje dziesigciokrotnie silniejsze dziatanie niz HCQ [204]. Badania
przeprowadzone przez DeVorkin i wsp. wykazaly, ze jednoczesne zastosowanie Lys05
i sunitynibu w jasnokomorkowym raka jajnika powoduje znaczny spadek zywotnoS$ci
komorek w warunkach normoksji 1 hipoksji w pordwnaniu z uzyciem samego sunitynibu.
Ponadto stwierdzono, ze kombinacja obu zwigzkéw wptywa na indukcje apoptozy [205].
Vijayaraghavan i wsp. wykazali, ze leczenie kombinacja palbocyklibu i Lys05 znacznie
zmniejszylo objgtos¢ guza u myszy powstatego na bazie linii komorkowej MCE7-T opornej
na tamoksifen, co skutkowatlo mniejszymi guzami i przedluzonym przezyciem
w porownaniu z kontrolami z no$nikiem lub pojedynczym leczeniem [259].

W prezentowanej pracy stwierdzono, ze PRT4165 w kombinacji z Lys05 i HCQ wykazuje
dziatanie antagonistyczne w obu liniach komoérkowych. Podobne wyniki uzyskano
w przypadku kombinacji inhibitoréw autofagii z PTC-209. Niewielki efekt synergistyczny
uzyskano jedynie w komoérkach Ishikawa po zastosowaniu kombinacji PTC-209 z Lys05.
Struktury autofagosomalne mogg shuzy¢ jako swoiste rusztowania do indukowania apoptozy
lub nekroptozy, dlatego tez indukcja poczatkowych etapéw autofagii wraz z hamowaniem
lizosomow moze potencjalnie powodowac aktywacje obu tych procesow [260].

Apoptoza to mechanizm zaprogramowanej $mierci komorki. Kaspazy, nalezace do rodziny
proteaz kwasu cysteinowego sg centralnymi regulatorami apoptozy. Kaspaza 3 jest

krytycznym czynnikiem wywotujacym apoptoze, poniewaz jest czesciowo lub catkowicie
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odpowiedzialna za proteolityczne rozszczepienie wielu kluczowych biatek takich jak
polimeraza PARP (ang. Poly (ADPribose) polymerase) [261, 262].

Charakterystyczng cechg procesu apoptozy sg zaburzenia asymetrii w rozmieszczeniu
fosfolipidow btonowych. W prawidtowej komorce w zewnetrznej warstwie btony dominujg
fosfolipidy obojetne natomiast w warstwie wewnetrznej przewazaja fosfolipidy anionowe
m.in. fosfatydyloseryna [263]. Umierajace komorki mozna scharakteryzowac jako wczesne
komorki apoptotyczne, poniewaz ich btona komorkowa pozostaje nienaruszona, ale na jej
powierzchni dochodzi do ekspozycji fosfatydyloseryny umozliwiajac rozpoznanie przez
fagocyty. Komorki we wczesnej fazie apoptozy moga sta¢ si¢ komorkami w poznej fazie
gdy blona komodrkowa dodatkowo staje si¢ przepuszczalna. Bezposrednia ekspozycja
zdrowych, zywych komorek na urazy (wysoka temperatura, uszkodzenia mechaniczne
i chemiczne) prowadzi do wytworzenia komorek nekrotycznych posiadajacych
przepuszczalng btone komoérkowa [264]. W pracy doktorskiej analizowano wplyw
zastosowania zwigzkow na odsetek komorek apoptotycznych wykorzystujac pomiar
cytometryczny. Stwierdzono, ze PRT4165 i PTC-209 w komodrkach HEC-1A przyczyniaja
si¢ do zwigkszenia odsetka komorek apoptotycznych. Nie zaobserwowano jednak takiego
wptywu inhibitorow na komorki Ishikawa. Ponadto stwierdzono, ze kombinacja PRT4165
lub PTC-209 z Lys05 przyczynia si¢ do zmniejszenia apoptozy w komodrkach HEC-1A
w porownaniu do komorek traktowanych pojedynczymi inhibitorami, co moze czg§ciowo
thumaczy¢ antagonistyczne dziatanie tych inhibitorow obserwowane w tescie MTT.
Nekroptoza czyli programowana nekroza jest kolejng odmiang $mierci komorki. Nekroptoza
jest negatywnie regulowana przez apoptozg za posrednictwem kaspazy 8. Zahamowanie
aktywnosci kaspaz prowadzi do rozpoczgcia nekroptozy. Nastgpnie dochodzi do fosforylacji
biatka RIP w kilku miejscach (Serl4, Serl5, Ser161 i Serl66). RIP3 rekrutuje i aktywuje
pseudokinaze MLKL (ang. mixed lineage kinase domain-like protein), czego nastgpstwem
jest $mier¢ komorki [265 — 267].

W literaturze biochemicznej brak jest informacji na temat wptywu stosowania inhibitorow
kompleksu PRC1 razem z inhibitorami lizosomow na apoptoze lub nekroptoze.
W prezentowanej pracy przeprowadzono badania majace na celu sprawdzenie czy PRT4165
lub PTC-209 oraz ich kombinacja z Lys05 wplywajg na biatka zaangazowane w oba procesy.
Stwierdzono, ze zastosowanie PRT4165 wptywa na ekspresje bialek zaangazowanych
w proces nekroptozy, zwtaszcza w komorkach Ishikawa. W wyniku traktowania kombinacja
obu zwigzkéw obserwuje si¢ zmniejszong ekspresje biatek wzgledem pojedynczych

traktowan. Sugeruje to, ze efekt uzyskany przez PRT4165 jest niwelowany przez Lys05.
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Zastosowanie PTC-209 w potaczeniu z Lys05 rowniez nie wpltywa na zwigkszenie ekspresji
bialek zwigzanych z nekroptoza, ponadto zaobserwowano istotny spadek stosunku biatek
pRIP do RIP w komoérkach HEC-1A. Moze to sugerowac, ze wpltyw PTC-209 na kinazy
zwigzane z procesem nekroptozy jest wigkszy gdy stosowany jest pojedynczo. Podobne
wyniki dla PTC-209 uzyskali Dey i wsp. Wykazali, ze traktowanie komoérek PTC-209
w kombinacji odpowiednio z bafilomycyna Al (inhibitor autofagii), Mdivi-1 (inhibitor
mitofagii) oraz GSK’872 (inhibitor RIPK3) wptywa na zmniejszenie ilo$ci biatek pMLKL
i RIPK3 wzgledem traktowania tylko PTC-209 w liniach komoérkowych CP20 i OVCAR4
[154].

Uzyskane w ponizszej pracy wyniki wskazuja na znaczenie biatek kompleksu PRCI1
w procesie autofagii i apoptozy/nekroptozy w komorkach raka endometrium.
Zaobserwowano jednak, ze ich wptyw jest zalezny od rodzaju komoérek. Zatem konieczne
sa dalsze badania w celu okreslenia konkretnego kontekstu molekularnego komorek,
wpltywajacego na ich wrazliwo$¢ na stosowane zwiazki. Ponadto wyniki wykazaty istotne
réznice w ekspresji gendéw zwigzanych z autofagia i genéw kodujacych biatka kompleksu
PRC1 w zalezno$ci od stezenia glukozy, co stanowi przestanke do rozszerzenia badan nad
rolag biatek kompleksu PRC1 w procesie autofagii o badania prowadzone w roéznych
warunkach dostepnosci sktadnikow odzywczych 1 prawdopodobnie hipoksji. Nie wykazano
natomiast wzrostu efektywno$ci przeciwnowotworowej inhibitoréw kompleksu PRCI1
w potaczeniu z innymi modulatorami autofagii, co sugeruje, ze takie polaczenie nie stanowi
obiecujace] strategii przeciwnowotworowej 1 nalezy poszukiwa¢ dalszych potencjalnie

skuteczniejszych kombinacji zwigzkow.

9. Podsumowanie

1. Wyciszenie ekspresji biatek kompleksu PRC1 wplywa na zmiang ekspresji genow
zaangazowanych w proces autofagii w komodrkach raka endometrium HEC-1A
I Ishikawa.

2. Woyciszenie ekspresji ktorego$ z gendow kodujacych biatka RING1A, RING1B lub
BMI-1 wptywa na ekspresje innych gendéw Polycomb, co moze szczegolnie
w odniesieniu do RING1A i B sugerowa¢ funkcjonalng redundancje.

3. Ekspresja gendéw zaangazowanych w proces autofagii jest zalezna od st¢zenia
glukozy. Warunki hipoglikemii przyczyniaja si¢ do obnizenia poziomu biatka
RING1A/B oraz wzrostu ekspresji na poziomie mRNA, co moze wskazywaé na

zwigkszong degradacje bialka.
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4. Inhibitory biatek kompleksu PRC1 wykazuja wigkszy wpltyw na zmiany ekspresji
gendw zaangazowanych w proces autofagii w komorkach hodowanych w wysokim
stezeniu glukozy niz w komoérkach hodowanych w warunkach hipoglikemii.

5. Zwigkszenie ilosci LC3B 1 spadek p62 po zastosowaniu inhibitora aktywnosci
RINGI1A/B swiadczy o indukcji autofagii w komoérkach Ishikawa. Nie obserwuje si¢
tego w komorkach HEC-1A.

6. Spadek poziomu ubikwitynylacji histonu H2A po wyciszeniu ekspresji/
zahamowaniu aktywnosci bialek kompleksu PRC1 widoczny jest przede wszystkim
w komorkach Ishikawa.

7. Zastosowanie inhibitoréw kompleksu PRC1 zmniejsza zywotno$s¢ komorek raka
endometrium, przy czym komorki Ishikawa sg zdecydowanie bardziej wrazliwe na
stosowane inhibitory, o czym §wiadczy duzo nizsze st¢zenie zwigzkoéw niezbedne do
uzyskania 50% spadku zywotnosci.

8. Stosowanie inhibitorow kompleksu PRC1 przy jednoczesnym stosowaniu
aktywatorow lub inhibitoréw autofagii w wigkszo$ci przypadkdéw wskazuje na ich
dzialanie antagonistyczne.

9. PRT4165 przyczynia si¢ do apoptozy komdrek HEC-1A, ale nie komoérek Ishikawa.
W komorkach Ishikawa obserwuje si¢ przede wszystkim wzrost ekspresji biatek
zwigzanych z procesem nekroptozy.

10. Stosowanie kombinacji PRT4165 lub PTC-209 z Lys05 nie zwigksza skutecznosci
dziatania w indukcji apoptozy/ nekroptozy.

10. Whnioski
Przedstawione w niniejszej pracy wyniki pozwalaja na stwierdzenie, ze:
1. Zahamowanie aktywnos$ci RINGIA/B ma rézny wplyw na proces autofagii
1 apoptozy w obu typach komorek, co moze by¢ zwigzane z odmiennym kontekstem
molekularnym w obu liniach komérkowych. Zahamowanie aktywnosci RING1A/B
wplywa na indukcje autofagii tylko w komorkach Ishikawa, ale nie indukuje procesu
apoptozy, natomiast w komérkach HEC-1A wplywa na indukcje apoptozy.
2. Zastosowanie inhibitora lizosomow w potaczeniu z inhibitorami biatek PRCI1 nie
zwigksza ich efektywnosci do indukowania apoptozy lub nekroptozy.
3. Zastosowanie inhibitoréw kompleksu PRC1 razem z modulatorami procesu autofagii
w wiekszosci przypadkow wykazuje dziatanie antagonistyczne, wydaje si¢ zatem, ze
stosowanie takiego polgczenia nie stanowi obiecujacej strategii antynowotworowe;.
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11. Streszczenie

Rak btony §luzowej trzonu macicy to najczesciej wystepujacy nowotwor ginekologiczny
u kobiet. Pod wzgledem zachorowalnosci 1 §miertelno$ci zajmuje odpowiednio 4 1 6 miejsce
wsrod nowotworow u kobiet w Polsce. Rak endometrium jest diagnozowany w okresie okoto
I pomenopauzalnym, jednak coraz czesciej dotyka mtodsze kobiety. Ze wzgledu na rézng
skutecznos¢ kliniczng chemioterapii stosowanych w leczeniu raka endometrium, poszukuje
si¢ nowych strategii terapeutycznych ukierunkowanych na procesy komorkowe zwigzane
z przezyciem komorek i opornoscia na stosowang terapig.

Autofagia to wewnatrzkomorkowy mechanizm degradacji, w ktérym uszkodzone lub
przestarzate organelle, pojedyncze biatka lub agregaty sa degradowane przez lizosomy.
Koncowe produkty rozktadu sag wykorzystywane do produkeji energii lub syntezy nowych
struktur. Uwaza si¢, ze zaburzenia autofagii moga odgrywac istotng role w nowotworach
cho¢ rola autofagii w procesie nowotworzenia jest niejednoznaczna. Uwaza si¢, ze z jednej
strony zapobiega ona transformacji nowotworowej, ale z drugiej promuje wzrost guza.
Ostatnie badania wskazuja na potencjalng rol¢ komplekséw represyjnych Polycomb
w regulacji autofagii. Kompleks PRCI1, w sktad ktorego wchodzg biatka BMI-1 oraz
RING1A i RING1B, posiada aktywnos¢ ligazy ubikwitynowej E3, ktéra odpowiada za
ubikwitynylacje lizyny 119 histonu H2A. Znaczenie bialeck BMI-1 oraz RING1A/B
w kontekscie autofagii jest stabo poznane.

Gléwnym celem prezentowanej pracy bylo okreslenie wptywu biatek BMI-1, RING1A
I RINGIB na proces autofagii oraz okre§lenie efektywnoSci przeciwnowotworowej
inhibitorow biatek kompleksu PRC1 w kombinacji z innymi modulatorami autofagii
w komorkach raka endometrium HEC-1A i Ishikawa.

W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono, Ze wyciszenie ekspresji genow
kodujacych BMI-1 oraz RING1A/B, wptywa na zmiang ekspresji genéw zaangazowanych
w proces autofagii w obu liniach komérkowych. Ponadto zaobserwowano, ze wyciszenie
ekspresji ktorego$ z gendw kodujacych biatka RING1A, RINGIB lub BMI-1 wptywa na
ekspresje innych gendéw Polycomb, co moze szczegdlnie w odniesieniu do RINGIA
1 RING1B sugerowa¢ funkcjonalng redundancjg.

W celu okreslenia wptywu biatek kompleksu PRC1 na proces autofagii w komoérkach
hodowanych w warunkach réznej dostgpnosci glukozy, zastosowano inhibitor PRT4165,
hamujacy katalityczng aktywno$¢ RING1A/B oraz PTC-209, bedacy inhibitorem ekspresji
BMI-1. Wykazano, ze ekspresja gendOw zaangazowanych w proces autofagii jest zalezna od

stezenia glukozy. W komorkach Ishikawa po zastosowaniu inhibitora aktywnosci
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RING1A/B indukowana byta autofagia o czym $wiadczyt wzrost ilosci biatek markerowych
dla tego procesu, czego nie obserwowano jednak komorkach HEC-1A. Inhibitory biatek
kompleksu PRC1 wykazuja wigkszy wpltyw na zmiany ekspresji gendw zaangazowanych
w proces autofagii w komodrkach hodowanych w wysokim stezeniu glukozy niz
w komorkach hodowanych w warunkach hipoglikemii. Analiza poziomu ubikwitynylacji
histonu H2A po wyciszeniu ekspresji/zahamowaniu aktywnos$ci biatek kompleksu PRCI
wykazata widoczny spadek przede wszystkim w komorkach Ishikawa.

Kolejnym etapem badan byto okreslenie wplywu inhibitorow biatek PRC1 stosowanych
pojedynczo lub w kombinacji z modulatorami autofagii na zywotno$¢ komorek, a takze
ocena ich wplywu w potaczeniu z inhibitorami autofagii na apoptoz¢ i nekroptoze.
Stwierdzono, ze zastosowanie inhibitorow kompleksu PRC1 zmniejsza zywotnos$¢ komorek
raka endometrium, przy czym komorki Ishikawa sg zdecydowanie bardziej wrazliwe na
stosowane inhibitory, o czym $§wiadczylo duzo nizsze stezenie zwigzkéw niezbedne do
uzyskania 50% spadku zywotnosci. Wykazano, ze stosowanie inhibitorow kompleksu PRC1
przy jednoczesnym stosowaniu aktywatorow (metformina i Torinl) i inhibitoréw autofagii
(hydroksychlorochina i Lys05) w wiekszosci przypadkéw wskazuje na ich dzialanie
antagonistyczne. Ocena wplywu inhibitorow PRC1 na apoptoze przeprowadzona
z wykorzystaniem cytometrii przeplywowej wskazuje na wzrost odsetka komorek
apoptotycznych w przypadku linii HEC-1A. Analiza eckspresji biatek zwigzanych
z procesami apoptozy i nekroptozy wykazata, ze PRT4165 przyczynia si¢ do apoptozy
komorek HEC-1A, ale nie komorek Ishikawa, w ktorych obserwuje si¢ przede wszystkim
wzrost ekspresji biatek zwigzanych z procesem nekroptozy. Stosowanie kombinacji
inhibitoréw kompleksu PRCI1 z inhibitorem autofagii nie zwigksza ich skuteczno$ci
dziatania w indukcji apoptozy/nekroptozy.

Wyniki przeprowadzonych badan wskazuja na znaczenie biatek kompleksu PRCI1
w procesie autofagii 1 apoptozy w komorkach raka endometrium, jednak ich wptyw jest
zalezny od rodzaju komoérek. Zahamowanie aktywnosci RING1A/B wptywa na indukcje
autofagii tylko w komorkach Ishikawa, ale nie indukuje procesu apoptozy, natomiast
w komorkach HEC-1A wplywa na indukcje apoptozy. Nie stwierdzono wzrostu
efektywnosci przeciwnowotworowej inhibitoréw kompleksu PRC1 w potaczeniu z innymi
modulatorami autofagii, co sugeruje, ze takie potaczenie nie stanowi obiecujacej strategii
przeciwnowotworowej 1 nalezy poszukiwaé¢ dalszych potencjalnie skuteczniejszych

kombinacji zwigzkow.
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12. Abstract

Endometrial cancer is the most common gynecological malignancy in women. In terms of
morbidity and mortality, it occupies the 4th and 6th place, respectively, among women’s
cancers in Poland. Endometrial cancer is diagnosed during and postmenopause, but it is
increasingly affecting younger women. Due to the different clinical effectiveness of
chemotherapies used in the treatment of endometrial cancer, new therapeutic strategies are
sought to target cellular processes related to cell survival and resistance to the therapy used.
Autophagy is an intracellular degradation mechanism in which damaged or obsolete
organelles, single proteins, or aggregates are degraded by lysosomes. The end products of
decomposition are used to produce energy or synthesize new structures. It is suggested that
alterations of autophagy may play an important role in cancer, although the carcinogenesis
role of autophagy in the process is ambiguous. It is believed that on the one hand it prevents
neoplastic transformation, but on the other it promotes tumor growth. Recent studies indicate
a potential role for Polycomb repressive complexes in the regulation of autophagy.
The PRC1 complex, which includes the proteins BMI-1 and RING1A and RING1B, has the
activity of E3 ubiquitin ligase, which is responsible for the ubiquitination of lysine 119 of
histone H2A. The importance of BMI-1 and RING1A/B proteins in the context of autophagy
is poorly understood.

The main objective of the presented study was to determine the effect of the BMI-1,
RING1A, and RING1B proteins on the autophagy process and to determine the anticancer
effectiveness of the inhibitors of the PRC1 complex protein in combination with other
autophagy modulators in HEC-1A and Ishikawa endometrial cancer cells.

As a result of the conducted research, it was found that silencing the expression of genes
encoding BMI-1 and RING1A/B affects the change in the expression of genes involved in
the autophagy process in both cell lines. In addition, it was observed that silencing the
expression of any of the genes encoding the RING1A, RING1B or BMI-1 proteins affects
the expression of other Polycomb genes, which may suggest functional redundancy,
especially in relation to RING1A and RING1B.

To determine the effect of the PRC1 complex on the autophagy process in cells cultured
under conditions of different glucose availability, the inhibitor PRT4165, which inhibits the
catalytic activity of RING1A/B, and PTC-209, which is an inhibitor of BMI-1 expression,
were used. The expression of genes involved in the autophagy process has been shown to
depend on glucose concentration. In Ishikawa cells, after using the RING1A/B activity

inhibitor, autophagy was induced, as evidenced by the increase in the amount of marker
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proteins for this process, which was not observed in HEC-1A cells. Inhibitors of the PRC1
complex proteins have a greater effect on changes in the expression of genes involved in the
autophagy process in cells cultured in high glucose concentration than in cells cultured under
hypoglycemic conditions. Analysis of the level of histone H2A ubiquitinylation after
silencing/inhibiting the activity of the PRC1 complex proteins showed a noticeable decrease
primarily in Ishikawa cells.

The next stage of the research was to determine the effect of PRC1 protein inhibitors used
alone or in combination with autophagy modulators on cell viability, as well as to evaluate
their effect in combination with autophagy inhibitors on apoptosis and necroptosis. It was
found that the use of PRC1 complex inhibitors reduces the viability of endometrial cancer
cells, while Ishikawa cells are definitely more sensitive to inhibitors, as evidenced by the
much lower concentration of compounds necessary to obtain a 50% decrease in viability.
The use of PRC1 complex inhibitors with the concomitant use of activators (metformin and
Torinl) and autophagy inhibitors (hydroxychloroguine and Lys05) in most cases has been
shown to indicate their antagonistic effect. Evaluation of the effect of PRC1 inhibitors on
apoptosis by flow cytometry showed an increase in the percentage of apoptotic cells in the
HEC-1A line. Analysis of the expression of proteins associated with apoptosis and
necroptosis showed that PRT4165 contributes to apoptosis of HEC-1A cells, but not
Ishikawa cells, where an increase in the expression of proteins associated with necroptosis
is observed. The use of a combination of PRC1 complex inhibitors with an autophagy
inhibitor does not increase their effectiveness in inducing apoptosis/necroptosis.

The results of the studies indicate the importance of the PRC1 complex proteins in the
process of autophagy and apoptosis in endometrial cancer cells, but their influence depends
on the type of cells. Inhibition of RING1A/B activity affects autophagy induction only in
Ishikawa cells, but does not induce apoptosis, while in HEC-1A cells it induces apoptosis.
No increase in anticancer efficacy of PRC1 complex inhibitors was found in combination
with other autophagy modulators, suggesting that such a combination is not a promising
anticancer strategy and further potentially more effective combinations of compounds

should be sought.
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