Streszczenie

Rak endometrium to nowotwor narzadu rodnego kobiet rozwijajacy si¢ w blonie sluzowej
trzonu macicy. W Polsce rak endometrium jest czwartym pod wzgledem zachorowalnosc
nowotworem u kobiet. Raka endometrium diagnozuje si¢ przewaznie u kobiet w okresie
" okolo i pomenopauzalnym, u ktérych czesto wystepuje otylosé, nadcisnienie tetnicze i
cukrzyca.

Istotng role w rozwoju i progresji wielu nowotworéw, w tym raka endometrium odgrywa
szlak kinazy AKT. Zwiekszona aktywno$¢ tego szlaku w raku endometrium wynika z mutacji
w genach kodujgcych receptory o aktywnosci kinaz tyrozynowych, 3-kinazy
fosfatydyloinozytolu PI3K lub izoform samej kinazy AKT. Jednak wazng role w regulacji
aktywno$ci kinazy AKT odgrywaja rowniez fosfatazy, ktére posrednio (PTEN) lub
bezposrednio (PP2A, PHLPP1, PHLPP2) wplywaja na jej defosforylacje. Sugeruje si¢, ze na
regulacje szlaku AKT moze wptywa¢ réwniez biatko BMI-1, bedace skiadnikiem kompleksu
represyjnego PRC1, kiéry wplywa na zahamowanie ekspresji wielu genow. Biatko BMI-1
regulujac ekspresic genéw wplywa na szereg proces6w komérkowych takich jak cykl
komérkowy, apoptoza, proliferacja, naprawa DNA oraz przejscie epitelialno-mezenchymalne.
Zaburzenia w aktywnosci lub ckspresji biatka BMI-1 w komoérkach nowotworowych moze
prowadzi¢ do zwickszonej migracji, proliferacji i inwazji komérek. Wynik badan wykazuja,
76 zarébwno zwiekszona ckspresja, jak i obnizona ekspresja biatka BMI-1 wplywa na
progresie nowotworéw. Rola biatka BMI-1 w nowotworach endometrium nie jest dobrze
poznana. Ostatnie badania sugeruja, ze biatko BMI-1 moze miec istotny zwigzek z
insulinoopornoscia i regulacja szlaku insuliny w komoérkach watroby. Z kolei dane
epidemiologiczne wskazuja, ze otylos¢ i zwigkszone stezenie insuliny we krwi wynikajace z
insulinoopornosci sa powaznymi czynnikami ryzyka raka endometrium.

Glownym celem prezentowanej pracy bylo okreslenie roli biatka BMI-1 w regulacji szlaku
kinazy AKT w raku endometrium oraz jego wplywu na potencjal migracyjny i inwazyjny
komorek. W badaniach wykorzystano dwie linie komorkowe raka endometrium (HEC-1A
oraz. Ishikawa) roznigce sic ekspresjg bidka PTEN oraz material kliniczny obejmujacy
preparaty tkanki prawidtowej endometrium oraz preparaty raka blony shuzowej trzonu
macicy. Aby zrealizowa¢ postawiony cel zastosowano szereg metod badawczych. Ekspresjg
BMI-1 zahamowano w komorkach raka endometrium poprzez interferencje RNA oraz
poprzez zastosowanie inhibitora PTC-209. Ekspresj¢ genéw oznaczano na poziomie mRNA
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zmiany ilodciowe bialek oznaczono przy uzyciu metody Western blotting. W celu oceny
migracji komorek zastosowano test wound-healing i Transwell assay. Oceng¢ potencjatu
inwazyjnego komorek wykonano przy pomocy insertéw optaszczonych Matrigelem. Oceng
zywotno$ci i potencjatu proliferacyjnego komorek okreslono przez zastosowanie testu MTT.
W celu okreslenia lokalizacji biatka BMI1 w miejscach promotorowych badanych genow
. zastosowano immunoprecypitacj¢ chromatyny.

Badania przeprowadzone z wykorzystaniem linii komorkowych mialy na celu okreslenie
wplywu zmian ekspresji BMI-1 na fosforylacja kinazy AKT i ekspresj¢ fosfataz regulujacych
aktywnos¢ tej kinazy w warunkach roznego stezenia glukozy i1 stymulacji insuling oraz
wplywu na potencjal migracyjny 1 inwazyjny komoérek. Uzyskane wyniki wykazaly, Zze
komorkach raka endometrium BMI-1 moze wplywa¢ na fosforylacie AKT poprzez
bezposrednig regulacje ekspresji genéw PTEN, PHLPP1 i PHLPP2. Ekspresja BMI-1 jest
zalezna od stgzenia glukozy i insuliny gléwnie w komoérkach wykazujacych ekspresje PTEN.
W warunkach hiperglikemii BMI-1 moze wplywaé na aktywno$é¢ AKT poprzez regulacje
fosfataz PHLPP 1 i 2, natomiast w warunkach hipoglikemii w komérkach wykazujacych
ckspresjc PTEN glownie przez regulacje tej fosfatazy. BMI-1 wplywa na proliferacj¢ oraz
migracje i inwazj¢ komérek raka endometrium. Wplyw BMI-1 na potencjal migracyjny
komorek raka endometrium moze by¢ wynikiem regulacji ekspresji genéw zwigzanych
z przejsciem epitelialno-mezenchymalnym, takich jak SNAIL, SLUG 1 CDH1.

W celu dalszego potwierdzenia zaleznosci pomigdzy BMI-1 a elementami szlaku AKT w
raku endometrium dokonano analizy ekspresji BMI-1, PTEN, PHLLP1/2, AKT i poziomu
fosforylowanej formy kinazy AKT, zar6wno w preparatach tkanki prawidlowej endometrium,
jak 1 nowotworéw endometrium. Uzyskane wyniki dla preparatow nowotworowych
analizowano rowniez pod katem =zaleznosci wysokosci ekspresji BMI-1 od stopnia
zaawansowania nowotworu wedhug klasyfikacji FIGO, stopnia histologicznej ztosliwosci oraz
zajecia weztdw chlonnych. Wykazano, Ze zmniejszenie ekspresji BMI-I 1 poziomu
fosforylacji kinazy AKT jest charakterystyczne dla zaawansowanego stadium nowotworu
endometrium. Ponadto, w preparatach prawidlowego endometrium obserwuje si¢ znaczacg
odwrotng korelacje pomiedzy ekspresja BMI-1 a ekspresjg fosfataz PHLPP, szczegélnie
PHLPP1. W przypadku nowotworow korelacja taka obserwowana jest tylko w preparatach
wykazujacych ekspresje PTEN.

Wyniki przeprowadzonych badan sugeruja, ze BMI-1 moze odgrywac rolg¢ czynnika, ktory
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regulacje AKT, a jego dzialanie zalezy od kontekstu molekularnego przede wszystkim
ekspresji funkcjonalnej fosfatazy PTEN.
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Summary

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

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

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

viability and proliferative potential was done by using the MTT test. Chromatin



immunoprecipitation was used to determine the localizétion of BMI-1 protein at promoter
sites of the genes tested.

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

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

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

especially functional PTEN phosphatase expression status.
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