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Streszczenie: Rak ptuca nalezy do najczesciej rozpoznawanych nowotwordw ztosliwych i odpowiada
za najwiekszy odsetek zgondéw z powodu nowotwordw na swiecie. Liczne badania dowodzg istotnej
roli biatek o wysokiej ruchliwosci elektroforetycznej (ang. high mobility group, HMG) w procesie
nowotworzenia w pfucach. Biatka HMG to grupa niehistonowych biatek chromatynowych,
zaangazowanych m.in. w regulacje procesow transkrypcji, replikacji i naprawy DNA. Wykazano, ze
istnieje tendencja do wyraznego wzrostu ekspresji gendw HMG oraz ilosci kodowanych przez nie
biatek w raku ptuca w stosunku do tkanki niezmienionej nowotworowo. Badania in vitro i in vivo
dostarczajg dowoddw, ze biatka te mogg uczestniczy¢ w procesie transformacji nowotworowej
tkanki ptucnej, nasila¢ proliferacje, inwazyjnos¢ i zdolnos¢ do przerzutowania komérek. Poziom
ekspresji wybranych gendw i biatek HMG jest zwigzany z cechami kliniczno-patologicznymi raka
ptuca, takimi jak obecnosc¢ przerzutéw, stopien zaawansowania klinicznego, stopien zréznicowania
histologicznego, jak réwniez z czasem przezycia pacjentdw. W pracy przedstawiono obecny stan
wiedzy na temat ekspresji gendw HMGA1, HMGA2 i HMGB1 i kodowanych przez nie biatek
w nowotworach ptuca oraz jej znaczenia w procesie transformacji nowotworowej w tym narzadzie.
Zebrano takze wyniki dotychczasowych badan nad uzytecznoscig oceny ekspresji w prognozowaniu

przebiegu raka ptuca i jej ewentualnego wykorzystania w terapii tego nowotworu.

Stowa kluczowe: biatka HMG, HMGA1, HMGA2, HMGBI1, rak ptuca, ekspresja genu, prognoza,
terapia



Abstract: Lung cancer is one of the most frequently diagnosed malignant neoplasms accounting for
the highest percentage of cancer deaths in the world. Numerous studies prove the significant role
high mobility group (HMG) proteins play in the lung carcinogenesis. HMG proteins are a group of
non-histone chromatin proteins involved, among others, in regulating the processes of
transcription, replication and DNA repair. It has been shown that there is a tendency for a marked
increase of the expression of HMG genes and the amount of proteins encoded by them in lung
cancer as compared to non-cancerous lung tissue. In vitro and in vivo studies provide evidence that
these proteins can participate in the process of neoplastic transformation of lung tissue, increase
the proliferation, invasiveness and metastasis of lung cells. The level of expression of selected genes
and proteins belonging to the HMG family is associated with the clinical and pathological features
of lung cancer, such as the presence of metastases, clinical advancement, degree of histological
differentiation, as well as the survival time of patients. The paper presents the current state of
knowledge on the expression of HMGA1, HMGA2 and HMGB1 genes and proteins encoded by them
in lung tumours and its significance in the process of neoplastic transformation in the lungs. It also
includes the results of existing research on the usefulness of expression in the prognosis of the
course of lung cancer and its possible use in the therapy of the disease.

Keywords: HMG proteins, HMGA1, HMGA2, HMGB1, lung cancer, gene expression, prognosis,
therapy
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Wykaz skrétow:

AKT — kinaza biatek B

ANG (ang. angiogenin) — angiogenina, rybonukleazy z nadrodziny RNaz A

AP1 — czynnik transkrypcyjny

APC (ang. adenomatous polyposis coli) — biatko kodowane przez gen supresorowy APC
avfB3 —integryna

a-SMA (ang. a-smooth muscle actin) — aktyna alfa

BAX (ang. BCL-2-associatedX protein) — biatko apoptotyczne

BCL-2 (ang. B-cell lymphoma 2) — biatko apoptotyczne

Beclin1-PI3K-1ll — kompleks biatkowy

CDK2 (ang. cyklin-dependent-kinase 2) — kinaza zalezna od cyklin 2

CXCR4 (ang. C-X-C chemokine receptor type 4) — receptor chemokin CXC, typ 4

CXCL11 (ang. chemokine receptor ligand 11) — ligand receptora chemokin CXC, typ 11
c-Myc — czynnik transkrypcyjny kodowany przez protoonkogen MYC

DAMP (ang. damage-associated molecular pattern) — struktury molekularne zwigzane

z uszkodzeniem, alarminy

DICER1 — gen kodujacy endorybonukleaze DICER

EGF (ang. epidermal growth factor) — naskérkowy czynnik wzrostu

EGFR (ang. epidermal growth factor receptor) — receptor dla naskérkowego czynnika wzrostu
elF2a (ang. eukaryotic Initiation Factor 2 alpha) — czynnik inicjujacy translacje

EMT (ang. epidermal-mesenchymal trasition) — przejscie nabtonkowo-mezenchymalne
Erk1/2 (ang. mitogen-activated protein kinase 3/ mitogen-activated protein kinase 1) — $ciezka
sygnalizacji komérkowej

E2F1 — czynnik transkrypcyjny

FAK (ang. focal adhesion kinase) — kinaza ogniskowo-adhezyjna

FOS — czynnik transkrypcyjny

FOXM1 (ang. forkhead box protein M1) — czynnik transkrypcyjny

FOXM1/HMGA1/G6PD (ang. forkhead box protein M1-high mobility group AT-hook 1-G6PD) —
Sciezka regulacji transkrypcyjnej

Fzd2 (ang. frizzled homolog 2) — biatko mysie, dziatajgce antagonistycznie do sciezki WNT
GADD153 (ang. growth arrest and DNA damage-inducible protein) — czynnik transkrypcyjny
Gatab (ang. GATA-binding protein 6) — biatko mysie, czynnik transkrypcyjny

GSK3p (ang. glycogen synthase kinase 3 beta) — kinaza syntazy glikogenu 3 beta

GSKIP (ang. glikogen synthase kinase 3 beta interacting protein) — biatko regulujace GSK3[3
G6PD — dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa

HMG (ang. high mobility group proteins) — biatka o wysokiej ruchliwosci elektroforetycznej
HMGA - rodzina biatek HMG kodowanych przez geny HMGA

HMGB - rodzina biatek HMG kodowanych przez geny HMGB

HMGB1/RAGE (ang. high mobility group protein B1 — receptor for advanced glycation end
products) — $ciezka sygnalizacji komdrkowej

HMGN - rodzina biatek HMG kodowana przez geny HMGN

IL-24 — interleukina 24

IRE1lo — endorybonukleaza



JAK3 — kinaza biatkowa

JAK/STAT (ang. janus kinase-signal transducer and activator of transcription protein) — $ciezka
sygnalizacji komodrkowej

JUN — czynnik transkrypcyjny

JUN-B — czynnik transkrypcyjny

KRAS — protoonkogen

let-7 — rodzina czgsteczek mikroRNA

LIN28B (ang. Lin-28 homolog B) — gen kodujacy biatko LIN28B

MAPK (ang. mitogen-activated protein kinase) — kinaza aktywowana mitogenami
MAPK/ERK1/2 (ang. mitogen-activated protein kinase — extracellular signal-requlated kinase) —
Sciezka sygnalizacji komorkowej

MCL-1 (ang. induced myeloid leukemia cell differentiation protein) — biatko apoptotyczne
MEK/ERK1 — sciezka sygnalizacji komorkowej MAPK/ERK1/2

miR — mikroRNA

MMP (ang. matrix metalloproteinase) — metaloproteinaza macierzy pozakomérkowej
MUC1-C - biatko transbtonowe

MYC — protoonkogen, kodujgcy czynnik transkrypcyjny MYC

MYCN - protoonkogen, kodujacy czynnik transkrypcyjny N-MYC
MYCN-LIN28B-LET7-HMGA2-CDKN2 — sciezka regulacyjna

NAC1 (ang. nucleus accumbens-associated protein 1) — czynnik transkrypcyjny

NF-xB (ang. Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) — czynnik
transkrypcyjny

NSCLC (ang. non-small cell lung cancer) — niedrobnokomérkowy rak ptuca

pAKT — fosforylowane biatko AKT

PCNA (ang. proliferating cell nuclear antigen) — antygen jagdrowy komarek proliferujgcych
PDGF (ang. platelet-derived growth factor) — ptytkopochodny czynnik wzrostu

p-ERK — fosforylowana forma ERK

PGF (ang. placental growth factor) — tozyskowy czynnik wzrostu

P53 — czynnik transkrypcyjny o wtasciwosciach supresora nowotworowego

P65 — czynnik transkrypcyjny, podjednostka NF-kB

P73 — biatko jadrowe

PI3K (ang. phosphatidylinositol 3-kinase-protein kinase) — gen fosfatazy fosfatydyloinozytolu 3
PI3K/AKT/mTOR (ang. phosphatidylinositol 3-kinase-protein kinase-mechanistic target of
rapamycin) — $ciezka sygnalizacji komodrkowej

PP4R1 (ang. protein phosphatase 4 regulatory subunit 1) — podjednostka regulatorowa 1 fosfatazy
biatek 4

PPP2R2A (ang. protein phosphatase, phosphatase A2 subunit B) — podjednostka B fosfatazy A2
p38/MAPK — sciezka sygnalizacji komérkowej

RAGE (ang. receptor for advanced glycation end-products) — receptor przezbtonowy
RAS/RAF/MEK/ERK — $ciezka sygnalizacji komdrkowej MAPK/ERK

RB1 — gen supresorowy

siRNA (ang. small interfering RNA) — maty interferujacy RNA, krétki interferujgcy RNA

SIRT1 (ang. sirtuin 1, silent mating type information regulation 2 homolog 1) — sirtuina 1



SLUG — czynnik transkrypcyjny, SNAI2

SNAI1 — czynnik transkrypcyjny

SNP (ang. single nucleotide polymorphism) — polimorfizm pojedynczego nukleotydu
STAT3 (ang. signal transducer and activator of transcription 3) — czynnik transkrypcyjny
TGFB1 (ang. transforming growth factor beta 1) — transformujacy czynnik wzrostu beta 1
TGFB1 /FOXM1/HMGA1/ TGFP1 — komdrkowa o$ regulatorowa

TLR4 (ang. toll-like receptor 4) — receptor toll-podobny 4

TLR9 (ang. toll-like receptor 9) — receptor toll-podobny 9

TNM (ang. tumour-lymph nodes-metastasis) — klasyfikacja TNM

TP53 — gen supresorowy

Twistl (ang. Twist-related protein 1) — czynnik transkrypcyjny

UTR (ang. untranslated region) — region mRNA nie podlegajacy translacji

VEGF (ang. vascular endothelial growth factor) — czynnik wzrostu srodbtonka naczyniowego
VIM (ang. vimentin) — gen kodujgcy wimentyne

Wnt — mysie glikoproteiny sygnatowe

WNT/B-katenina — Sciezka sygnalizacji komdrkowej


https://pl.wikipedia.org/wiki/J%C4%99zyk_angielski

1. Wprowadzenie

Wedtug danych opublikowanych na portalu The Global Cancer Observatory rak ptuca stanowit
11,4% wszystkich nowotwordw ztosliwych rozpoznanych na Swiecie w roku 2020. Tym samym byt
drugim po raku piersi nowotworem ztosliwym pod wzgledem liczby nowo rozpoznanych przypadkéw.
Niemal co piaty zgon (18%) z powodu nowotworu ztosliwego na Swiecie w 2020 roku byt
spowodowany rakiem ptuca. W centralnej i wschodniej Europie choroba ta dotyka ponad cztery razy
czesciej mezczyzn niz kobiety (odpowiednio 49,0 i 11,6 przypadkow na 100 000 mieszkancéw).
W 2020 r. umieralno$¢ w tej czesci Europy wyniosta 22,7/100 000 i byta nieco wyzsza niz umieralnos¢
na Swiecie (18/100 000) (The Global Cancer Observatory International Agency for Research on
Cancer, 2020).

W Polsce rak ptuca nadal pozostaje najczestszym nowotworem ztosliwym (14% zachorowan
i24% zgondéw nowotworowych). Wedtug danych zgromadzonych przez Krajowy Rejestr
Nowotwordéw w latach 2014-2016 w Polsce 50% pacjentdw z rakiem ptuca rozpoczeto leczenie
w stadium uogdlnionym choroby, 30% w stadium regionalnym, a jedynie 19% w stadium
miejscowym. Stad m.in. rokowania pacjentdw z rakiem ptuca sg gorsze niz chorych na inne czesto
wystepujgce nowotwory. Wsréd pacjentéw zdiagnozowanych w latach 2014—-2016 i obserwowanych
do korica 2018 roku 3-letnie wskazniki przezy¢ wzglednych wynosity jedynie 17% dla mezczyzn i 24%
dla kobiet (Didkowska i in., 2020).

Rozwdj raka ptuca jest procesem wieloletnim i wieloetapowym. Inicjacja procesu
nowotworowego zachodzi miedzy innymi poprzez narazenie organizmu na dziatanie czynnikéw
kancerogennych, gtdéwnie tych zawartych w dymie tytoniowym. Rak ptuca wystepowat rzadko przed
XX wiekiem, a istniejgce obecnie swiatowe zrdznicowanie zachorowalnosci na ten nowotwdr wynika
w duzym stopniu z historycznych réznic w rozpowszechnieniu i ograniczeniu palenia tytoniu (Thun
iin., 2012). U palacza wystepuje 10-30-krotnie wyzsze ryzyko zachorowania niz u osoby niepalace;.
Rowniez bierne palenie zwieksza ryzyko rozwoju tego nowotworu. Zawarte w dymie papierosowym
zwigzki chemiczne z grupy policyklicznych weglowodoréow aromatycznych (m.in. benzopiren,
dwubenzopiren, benzoantracen, metylochryzen i nitronaftalen), jak réwniez aminy aromatyczne
i Polon 210 mozna zaliczy¢ do grupy zwigzkdw kancerogennych (Grzelewska-Rzymowska, 2003).
Powstajg one z nieaktywnych zwigzkdw o charakterze prokancerogendw na skutek ich metabolizmu
(gtéwnie hydroksylacji) przez monooksygenazy z rodziny cytochromoéw P-450, zlokalizowane
w retikulum endoplazamatycznym komérek ptuc. Na przyktad benzopiren metabolizowany jest do
silnie elektrofilowego diolu epoksydu, tatwo atakujgcego nukleofilowe miejsca w zasadach DNA.
Prowadzi to do tworzenia sie adduktéw i w konsekwencji do uszkodzen w tafcuchu kwasu
nukleinowego. Zmiany te mogg powodowac amplifikacje gendw lub zapoczatkowywac powstawanie
aberracji chromosomowych, co z kolei moze prowadzi¢ do transformacji nowotworowej. Rak ptuca
moze byé réwniez indukowany na skutek zawodowej ekspozycji na azbest, radon, promieniowanie
jonizujace i zanieczyszczenia atmosferyczne oraz niektdre metale: otéw, kadm, arsen, nikiel. Jego
rozwojowi mogg takze sprzyja¢ czynniki hormonalne i predyspozycje genetyczne (Marcinak
i Kotodziej, 2010).

Do molekularnych czynnikdéw transformacji nowotworowej w raku ptuca zalicza sie geny
odpowiedzialne m.in. za kontrole cyklu komdrkowego i réznicowanie sie komorek. Nalezg do nich
protoonkogeny (KRAS, MYC) i geny supresorowe (RB1, TP53), geny kodujgce biatka biorgce udziat
w naprawie DNA, geny odpowiedzialne za kodowanie enzymdw metabolizujgcych ksenobiotyki oraz

10



geny kodujace biatka z rodziny naskérkowego czynnika wzrostu (EGF, ang. epidermal growth factor).
W transformacji nowotworowej raka ptuca istotna jest nadekspresja receptora dla naskdrkowego
czynnika wzrostu (EGFR, ang. epidermal growth factor receptor). Receptor ten ma aktywnosé kinazy
tyrozynowej, ktéry po potgczeniu z EGF ulega dimeryzacji i przekazuje sygnat do podziatu komoérki,
co prowadzi do zwiekszania masy nowotworu. Stata stymulacja receptora prowadzi do progresji
nowotworu. Na tym etapie dochodzi do aktywacji istotnych czynnikéw stymulujgcych proces
angiogenezy, jak czynnik wzrostu srodbtonka naczyniowego (VEGF, ang. vascular endothelial growth
factor) lub tozyskowy czynnik wzrostu (PGF, ang. placental growth factor) (Marcinak i Kotodziej,
2010). Powstajg nowe naczynia krwionosne i limfatyczne, niezbedne do dostarczania substancji
odzywczych rosngcemu nowotworowi. Nastepuje takze wzrost ilosci biatek enzymatycznych
hydrolizujgcych btony podstawne komodrek. Ostatecznie umozliwia to komdérkom nowotworowym
ich proteolityczne odrywanie od masy guza i formowanie przerzutéw.

Biatka o wysokiej ruchliwosci elektroforetycznej (HMG, ang. high mobility group proteins) to
duza grupa niehistonowych biatek chromosomowych zaangazowanych w procesy transkrypcji,
replikacji, rekombinacji i naprawy DNA. Na podstawie obecnosci w ich budowie charakterystycznych
domen funkcjonalnych zostaty one podzielone na trzy rodziny: HMGA, HMGB i HMGN. Biatka rodziny
HMGA [wczesniej HMG-I(Y)] kodowane sg przez dwa geny: HMGA1 (6p21.31) i HMGAZ2 (12q14.3).
Alternatywne ciecie i sktadanie transkryptu genu HMGA1 skutkuje powstaniem biatek HMGA1a,
HMGA1b i HMGAlc. Gen HMGA2 koduje biatko HMGA2 wykazujgce znaczne podobierstwo
sekwencji z biatkami HMGA1a i HMGA1b. Cechg wspdlng biatek HMGA jest obecnos¢ w ich budowie
trzech niezaleznych domen (ang. AT-hook), ktdre wigzg sie z mniejszg bruzdg podwadjnej helisy DNA
w regionach promotoréw i sekwencji wzmacniajgcych transkrypcje gendéw, bogatych w sekwencje
AT. W kazdej domenie mozna wyrézni¢ sekwencje palindromowa prolina-arginina-glicyna-arginina-
prolina (P-R-G-R-P) otoczong poprzez inne dodatnio natadowane reszty aminokwasowe (Balcerczak
i in., 2005; Reeves i Beckerbauer, 2001).

Rodzina HMGB (wczesniej HMG-1 i -2) reprezentowana jest przez cztery biatka: od HMGB1 do
HMGBA4. Cztonkowie tej rodziny charakteryzujg sie obecnoscig w swojej budowie dwéch domen
wigzagcych DNA (ang. HMG-box, B-box) o ksztatcie przypominajagcym bumerang, ktére powstajg
poprzez fatdowanie trzech helis rozdzielonych polipeptydowymi petlami. Podobnie jak biatka HMGA,
majg one zdolnos¢ wigzania sie do mniejszej bruzdy DNA, lecz interakcja ta nie jest specyficzna
wzgledem sekwencji nukleotydowej (Reeves i Adair, 2005).

Do rodziny HMGN (wcze$niej HMG-14 i -17) zaliczono dotad pie¢ biatek oznaczonych od HMGN1
do HMGNS. Kazda czasteczka HMGN posiada trzy domeny funkcjonalne: dwudzielng domene
lokalizacji  jgdrowej, domene wigzgcg czasteczki rdzenia nukleosomu i domene
transaktywacji / rozwijania chromatyny. W odrdznieniu od biatek HMG z rodzin A i B, ktére
preferencyjnie tgczg sie z zagietymi lub odksztatconymi fragmentami DNA, biatka z rodziny N wigzg
sie z nukleosomami bez specyficznosci wzgledem sekwencji DNA. Ostabiajg w ten sposdb wigzanie
histonéw H1 do nukleosomoéw i przez to wptywajg na strukture chromatyny (Nanduri i in., 2020;
Reeves i Adair, 2005).

Biatka niehistonowe HMG s3 nazywane dodatkowymi ,czynnikami architektonicznymi”,
poniewaz powodujg prostowanie, zginanie, rozwijanie bgdz tworzenie sie petli DNA w miejscu jego
wigzania lub modulujg strukture nukleosomu i chromatyny. Regulujg badZ utatwiajg procesy
jadrowe zalezne od DNA, a tym samym wptywajg na fenotypy komdrkowe. Koordynujg takze udziat
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innych biatek w transkrypcji, replikacji i naprawie DNA. Regulujg aktywnos¢ transkrypcyjng genéw
uczestniczacych w réznicowaniu komarek, cyklu komdrkowym, migracji komadrek i ich transformacji
oraz apoptozie. Uczestniczg takze w procesie integracji retrowiruséw in vitro (Reeves i Beckerbauer,
2001).

Geny HMGA1 i HMIGA2 ulegaja ekspresji podczas embriogenezy, natomiast ich ekspresja jest
niska badz niewykrywalna w dojrzatych, zréznicowanych tkankach (Vignali i Marracci, 2020). Do
powtdrnego uaktywnienia tych gendéw dochodzi podczas procesu nowotworzenia. Nadekspresja
gendow HMGAI i/lub HMGAZ2 byta stwierdzana m.in. w raku piersi, jelita grubego, jajnika i trzustki.
W nowotworach tych biatka HMGA uczestniczg w kluczowych dla procesu transformacji szlakach
sygnalizacyjnych, jak WNT/B-katenina, PI3K/AKT czy RAS/RAF/MEK/ERK (Pallante i in., 2015). Ich
onkogenne dziatanie wigze sie ze zdolnoscig do indukowania czynnikdw transkrypcyjnych E2F1
i AP1, indukowania ekspresji cykliny A, inaktywowania apoptozy zaleznej od P53, zaburzania procesu
naprawy DNA, nasilania ekspresji biatek prozapalnych czy modulowania ekspresji gendéw
zaangazowanych w proces przejScia nabtonkowo-mezenchymalnego (EMT, ang. epidermal-
mesenchymal transition) (Fusco i Fedele, 2007). Niemal dla wszystkich nowotwordéw ztosliwych
potwierdzono zwigzek nadekspresji gendow HMGA z wysokim stopniem ztosliwosci, opornoscia na
chemioterapie, tendencjg do przerzutowania i niskg przezywalnoscig chorych (Pallante i in., 2015).

W odrdznieniu od biatek z rodziny HMGA biatko HMGB1 jest obecne w niemal wszystkich
komérkach organizméw eukariotycznych. Jego funkcje istotnie zaleza od jego lokalizacji
komodrkowej. Wystepujace w jagdrze komoérkowym HMGB1 wigze sie do DNA i tworzy kompleksy
z biatkami jadrowymi, m.in. P53, P73. Stabilizuje strukture nukleosoméw, reguluje ekspresje gendw,
bierze udziat w naprawie DNA. Wydzielane aktywnie za posrednictwem lizosoméw poza komodrke
badz z ulegajgcych nekrozie komérek nowotworowych jest czasteczky stymulujgcg aktywnosé
komérek uktadu odpornosciowego. Podwyzszone ilosci biatka HMGB1 w komdrkach
nowotworowych, jak i we krwi byty stwierdzane u chorych na réznego rodzaju nowotwory (Dingi in.,
2017; Smolarczyk iin., 2012; Wu i Yang, 2018; Wu i in., 2018a).

W pracy przedstawiono obecny stan wiedzy na temat znaczenia biatek HMGA1l, HMGA?2
i HMGB1 oraz kodujacych je gendw w procesie transformacji nowotworowej w raku ptuca. Zebrano
takze wyniki badan nad uzytecznoscig ekspresji wymienionych gendéw i biatek w prognozowaniu

przebiegu i terapii tego nowotworu.

2. Gen HMGA1 i biatko HMGA1

Nadekspresja genu HMGA1, jak i podwyzszone poziomy kodowanego przez ten gen biatka zostaty
potwierdzone w wielu réznych liniach komérkowych raka ptuca (H1299, SK-MES-1, H460, H358,
H125, H82, H661, U-1752) w porédwnaniu z prawidtowym nabtonkiem oskrzeli (Hillion i in., 2009; Ma
i in., 2019). Rowniez wiekszo$¢ badanych pierwotnych guzéw ptuca wykazywata wyzszg ekspresje
genu HMGA1 niz prawidtowa tkanka ptuc (Barh iin., 2013; Hillion i in., 2009; Ma i in., 2019). Poprzez
analize danych mikromacierzowych dla 60 par pooperacyjnej tkanki niedrobnokomadrkowego raka
ptuca (NSCLC, ang. non-small cell lung cancer) i przylegajgcej prawidtowej tkanki ptuca
zgromadzonych w bazie Gen Expression Omnibus Zhang i wsp. (2015b) wykazali, ze ekspresja genu
HMGA1 byta istotnie wyzsza w tkance zmienionej nowotworowo, a wynik ten potwierdzili w badaniu

wtasnym technika real-time PCR w prébach pobranych od chorych z NSCLC. Rowniez ilos¢ biatka
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HMGA1 badana technikg immunohistochemiczng okazata sie by¢ istotnie wieksza w tkance
nowotworowej niz prawidtowej.

W raku ptaskonabtonkowym ptuca metodg porédwnawczej hybrydyzacji genomowej
stwierdzono amplifikacje regionu 6p12~p21.1, gdzie potozony jest ulegajacy nadekspresji gen
HMGA1 (Kettunen i in., 2004). Prawdopodobnie wysoka ekspresja genu HMGA1 jest zjawiskiem
powszechnym, niezaleznym od typu histologicznego raka ptuca. Profilowanie za pomocg
mikromacierzy cDNA wykazato, ze HMGAI1 jest jednym z gendw, ktdére powszechnie ulegajg
nadekspresji zarowno w raku ptaskonabtonkowym, jak i gruczolakoraku ptuca (Kettunen i in., 2004;
Wikman i in., 2002). Co ciekawe, rearanzacje chromosomowe obejmujgce geny HMGA byly
opisywane w tagodnych zmianach nienowotworowych ptuca (hamartoma), w ktérych stwierdzano
indukcje tych gendéw (Kayser i in., 2003). Obecnos$¢ biatka HMGA1 w jadrach komdrkowych
w wiekszosci badanych tkanek raka ptuca, niezaleznie od typu histologicznego, stwierdzili rOwniez
Sarhadi i wsp. (2006). Korelowata ona pozytywnie z poziomem ekspresji HMGAla i HMGA1b
w badaniu pdtilosciowym RT-PCR. Ekspresji tej nie stwierdzono natomiast w tkance prawidtowej
ptuca. Obecnos¢ pozytywnie barwigcych sie komodrek zaobserwowano natomiast w nabtonku
oskrzeli o cechach hiperplazji, metaplazji i dysplazji, co Swiadczyé moze, ze biatko HMGA1 bierze
udziat juz we wczesnych etapach procesu nowotworowego. Podwyzszong ekspresje genu HMGA1
stwierdzono takze we krwi chorych z NSCLC, zaréwno w raku ptaskonabtonkowym, jak
i gruczolakoraku — w poréwnaniu z osobami zdrowymi (Barh i in., 2013).

Doktadna rola genu HMGA1 w patogenezie raka ptuca nie zostata jeszcze dobrze poznana.
Dotychczasowe badania dostarczajg dowoddéw, ze gen HMGA1 moze by¢ odpowiedzialny za
zaburzenie funkcjonowania kluczowych szlakdw sygnatowych, co prowadzi do rozwoju wielu
nowotworéw, w tym raka ptuca (Pallante i in., 2015). Profilowanie RNA technikg mikromacierzy
przeprowadzone w komérkach nabtonka oskrzelowego wykazujgcych ekspresje zmutowanego genu
PI3K dowiodto, ze biatko HMGAL1 jest elementem zespotu czynnikéw transkrypcyjnych zwigzanych
z nieprawidtowg sygnalizacjg w szlaku PI3K/AKT w raku ptuca. Komérki pochodzace z NSCLC (A549,
NCI-H460, NCI-H596, NCI-H226, CALU1) z aktywowanym biatkiem AKT wykazywaty wyzszg ekspresje
genu HMGA1 niz komérki z niskg aktywnos$cig AKT (NCI-H522, NCI-H23, BEN1). Badacze sugeruja, ze
biatko HMGA1 — obok czynnikdw MYC, JUN, JUN-B i FOS — jest jednym z gtdwnych weztdw wspdinej
sieci molekularnej, ktore sg pobudzone przez konstytutywng sygnalizacje PI3K (Scrimaiin., 2012).

Analizy bioinformatyczne wykazaty, ze HMGA1 jest jednym z dziesieciu gtdwnych gendéw
nalezacych do sieci wzajemnych oddziatywan miRNA—geny, ktéra moze by¢ kluczowa w patogenezie
NSCLC. Gen HMGA1 wchodzi w interakcje m.in. z miR-16-5p i miR-222-3p (Zhou i in., 2020). Wyniki
tych badan potwierdzity wczesniejsze obserwacje Zhang i wsp. (2011), ktorzy wykazali, ze biatko
HMGA1 posiada kilka miejsc wigzania w obrebie promotora miR-222, atgczac sie z nim bezposrednio
w komodrkach NSCLC — zwieksza aktywnos¢ transkrypcyjng miR-222, zmniejsza aktywno$¢ PPP2R2A
(ang. protein phosphatase, phosphatase A2 subunit B) i w konsekwencji pobudza sciezke sygnatowa
zalezng od pAKT. Dodatkowo indukcja ekspresji IL-24, cytokiny o wtasciwosciach supresora
nowotworowego, w linii komérkowej raka ptuca H1299 byta zwigzana z istotnym spadkiem poziomu
ekspresji genu HMGA1, poziomdéw miR22-3p i -5p, jak réwniez z towarzyszgcym temu wzrostem
ilosci biatka PPP2R2A i zmniejszeniem ilosci fosforylowanej formy biatka AKT (Panneerselvam i in.,
2016).
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Analizy in silico interakcji miRNA— czynniki transkrypcyjne w NSCLC wykazaty obnizone poziomy
miRNA o wtasciwosciach supresoréw nowotworowych (miR-29a, -16, -125, i let-7), ktdre
fizjologicznie mogg obnizaé ekspresje genu HMGA1 (Barh i in., 2013). Dowiedziono takze, ze gen
HMGA1 pozostaje pod kontrolg miR-4458. Za pomocg danych o ekspresji genéw w gruczolakoraku
ptuca i narzedzi bioinformatycznych HMGA1 zostat wytypowany jako potencjalny gen docelowy dla
miR-4458, co potwierdzono nastepnie w badaniach in vitro. MiR-4458 hamowato migracje i proces
EMT poprzez zmniejszenie ekspresji genu HMGA1. Wyciszenie in vitro genu HMGA1 powodowato
zmiany w ekspresji biatek markerowych dla EMT: E-kadheryny, N-kadheryny, Snail. Poniewaz miR-
4458 jest zaangazowane we wspomniane procesy poprzez sciezke PI3K/AKT, dostarczyto to réwniez
kolejnego, posredniego dowodu, ze biatko HMGA1 jest waznym elementem tego szlaku sygnalizacji
w raku ptuca (Maiin., 2019). Analogicznych obserwacji dokonano dla miR-26a w linii H1299, gdzie
taczyto sie ono bezposrednio z promotorem genu HMGAI i obnizato ekspresje tego genu na
poziomie mRNA. W konsekwencji nastepowato ostabienie migracji, inwazyjnosci i wzrostu komaérek
nowotworowych. Poziomy ekspresji genu HMGA1 i miR-26a korelowaty negatywnie w 26 réznych
liniach ludzkiego gruczolakoraka ptuca (Sekimoto iin., 2017).

Poszukuje sie genéw docelowych dla biatka HMGA1, poprzez ktére mogtoby ono wywieraé swoj
onkogenny wptyw na komoérki. Wykazano, ze gen HMGA1 moze spetniac role onkogenu kierujgcego
transformacjg prawidtowych komérek ptuc do fenotypu nowotworowego. Stwierdzono, ze
w procesie tym nastepuje zalezna od HMGA1 nadekspresja genu MMP-2 (ang. matrix
metalloproteinase-2). Zwieksza ona takie zdolno$¢ do migracji i inwazyjnos¢ komorek
niezréznicowanego raka wielkokomoérkowego ptuca (linia H1299). Co ciekawe, biatko HMGA1 wigze
sie bezposrednio do promotora MMP-2 in vivo w liniach raka wielkokomdrkowego, ale nie
w komérkach linii raka ptaskonabtonkowego. Zahamowanie zas ekspresji genu HMGA1 blokuje
niezalezny od macierzy zewnatrzkomérkowej wzrost komérek tego nowotworu (Hillion i in., 2009).
LiniPeng (2016) wykazali dodatnig korelacje ekspresji biatek HMGA1 i SIRT1 w NSCLC — zasugerowali
ich mozliwe wspodtoddziatywanie w procesie nowotworzenia poprzez wptyw na transkrypcje zalezng
od TP53.

Biatko HMGA1 moze sie takze przyczynia¢ do zmniejszenia efektywnosci terapii raka ptuca
zardwno za pomocg lekow konwencjonalnych, jak i terapii celowanych. Udowodniono, ze biatko to
moze wspotuczestniczy¢ w tworzeniu opornosci na cisplatyne w NSCLC. Wykazano, ze aktywacja
Sciezki regulacji transkrypcyjnej FOXM1/HMGA1/G6PD (ang. forkhead box protein M1-high mobility
group AT-hook 1-G6PD) przez transformujacy czynnik wzrostu beta 1 (TGFB1, ang. transforming
growth factor beta 1) zwieksza ekspresje dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej (G6PD),
kluczowego enzymu cyklu pentozofosforanowego. Jednoczesnie biatko HMGA1 zwrotnie nasila
ekspresje TGFB1, co sugeruje istnienie pozytywnego sprzezenia zwrotnego w osi regulatorowej
TGFB1/FOXM1/HMGA1/TGFB1. Utrzymuje ono wysoka ekspresje G6PD, przyczyniajacg sie do
opornosci na cisplatyne (Rongwei Zhang i in., 2019). Istniejg takze dowody, ze podwyzszony poziom
fosforylacji HMGA1 przyczynia sie do opornosci na gefitinib poprzez wptyw na sygnalizacje w Sciezce
zaleznej od EGFR. Wyciszenie ekspresji HMGA1 w ludzkich komdrkach gruczolakoraka ptuca wzmaga
efektywnosc gefitinibu poprzez reaktywowanie sygnalizacji od EGFR lub ptytkopochodnego czynnika
wzrostu (PDGF, ang. platelet-derived growth factor) (Wangiin., 2017).

Blokowanie funkcji biatka HMGA1 mogtoby miec zastosowanie terapeutyczne. Zablokowanie
ekspresji genu HMGA1 za pomocg adenowirusa zawierajgcego sekwencje tego genu w orientacji
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odwrotnej w liniach komdrek raka ptuca A549 i H1355 spowodowato ostabienie ich proliferacji, ale
nie wptyneto na wzrost komérek prawidtowych, co dowodzi specyficznosci i niskiej toksycznosci
dziatania tego antysensu (Scala i in., 2000). Wyciszenie genu HMGA1 za pomocg siRNA w potgczeniu
z IL-24 powodowato istotny spadek ekspresji AKT i istotnie ostabiato migracje iinwazyjnosc¢
hodowanych komérek raka ptuca. Sugeruje to, ze terapia ztozona z IL-24 i inhibitora HMGA1
mogtaby by¢ efektywna w terapii tego nowotworu (Panneerselvam iin., 2016).

Obserwowana nadekspresja genu HMGA1 i biatka HMGA1 w tkankach raka ptuca, jak réwniez
ich potencjalne zaangazowanie w szlaki sygnatowe kluczowe w rozwoju tego nowotworu uzasadnity
poszukiwanie prognostycznego znaczenia tego biatka i kodujgcego go genu. Wyniki badan dotyczace
tego zagadnienia opublikowali jako pierwsi Sarhadi i wsp. (2006), ktérzy wykazali zaleznosé
obecnosci biatka HMGA1 w jadrach komodrek gruczolakoraka ptuca i krétszego czasu przezycia
chorych, cho¢ obecnos$é¢ ta nie wykazywata zwigzku z indeksem proliferacji lub indeksem
apoptotycznym komodrek nowotworowych. Wysoka ekspresja genu HMGAI1 byta zwigzana
z krétszym czasem przezycia chorych z NSCLC takze wedtug danych zawartych w bazie Kaplan-Meier
Plotter (Maiin., 2019).

Zhang i wsp. (2015b) w badaniu obejmujgcym 145 pacjentdw z NSCLC wykazali, ze wysoka
ekspresja biatka HMGA1 w tkance nowotworowej byta zwigzana z wielkos$cig guza nowotworowego,
obecnoscig przerzutéw do weztdéw chtonnych i przerzutéw odlegltych oraz z wyiszym
zaawansowaniem wg klasyfikacji TNM, jak réwniez niskim zréznicowaniem histologicznym tkanki
nowotworowej. W analizie wieloczynnikowej wysoka ekspresja biatka HMGA1 okazata sie byé
niezaleznym negatywnym czynnikiem prognostycznym i faczyta sie z krétszym czasem przezycia
chorych. Uzyskane wyniki sugerujg, ze biatko HMGA1 moze istotnie wptywaé na proliferacje,
inwazyjnos¢ i zdolnos¢ do przerzutowania komdrek NSCLC.

W innym retrospektywnym badaniu w grupie 205 pacjentéw z NSCLC udowodniono, ze
zwiekszona ilos¢ biatka HMGA1 w tkance nowotworowej, stwierdzana za pomocg techniki
immunohistochemicznej, wigzata sie z krotszym catkowitym czasem przezycia chorych
w poréwnaniu z pacjentami o matej ilosci HMGA1. Jednak wptyw badanego biatka na progresje
NSCLC jest prawdopodobnie zalezny od innych czynnikdw. We wspomnianym badaniu wykazano, ze
ilos¢ biatka HMGA1 w tkance nowotworowej koreluje z ilosScig FOXM1 i G6PD, z ktérymi to HMGA1
tworzy wspodlng Sciezke regulacji transkrypcyjnej i ktére w ten sam sposdb wigzaty sie z TNM
i catkowitym czasem przezycia pacjentéw (Zhang i in., 2019).

Nie wszystkie dotychczasowe badania potwierdzity jednak zwigzek ilosci biatka HMGA1
w tkance nowotworowej z czasem przezycia pacjentéw z rakiem ptuca. Takiej zaleznosci nie
zanotowali Lin i Peng (2016), mimo ze w przeprowadzonym przez nich badaniu obecnos¢ biatka
HMGA1 w prébach tkanek NSCLC wigzata sie z niskim zréznicowaniem histologicznym nowotworu.
Badane biatko byto takze wykrywane czesciej u mezczyzn i w podtypie raka ptaskonabtonkowego
w poréwnaniu z gruczolakorakiem. Poprzez wykorzystanie profilu ekspresji mikroRNA, analizy
in silico opartej na odwrotnej transkryptomice (ang. reverse-transcriptomics) oraz analize
interaktomu. Barh i wsp. (2013) wytypowali siedem czynnikéw transkrypcyjnych, ktére mogtyby
stanowi¢ biomarkery w diagnostyce raka ptuca. Jednym z nich byt gen HMGAI1, ktdrego istotng
nadekspresje wykazali zarowno w tkance nowotworowej, jak i we krwi pacjentéw z NSCLC. Gen
HMGA1 nalezat tez do panelu wytypowanych gendw czynnikdw transkrypcyjnych, ktérych ekspresja
oceniona w NSCLC pozwolita na réznicowanie raka drobnokomdrkowego i niedrobnokomérkowego.
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taczna analiza danych dotyczgcych metylacji wysp CpG i danych pochodzacych z sekwencjonowania
catego transkryptomu w gruczolakoraku ptuca wytonita dziesie¢ gendw o zmienionym poziomie
ekspres;ji i statusie metylacji, ktore byty istotnie zwigzane z przezywalnoscig chorych (He iin., 2018).
Do grupy tych gendéw zaliczony zostat HMGA1, ktéry wykazywat jednoczesnie hypometylacje
i nadekpresje, co dowodzi istotnego wptywu mechanizméw epigenetycznych w regulacji ekspresji
HMGA1 na proces rozwoju gruczorakoraka ptuc.

3. Gen HMGA2 i biatko HMGA2

Badania na myszach knock-out Hmga2-/Hmga2- dowiodly, ze gen Hmga2 ulega ekspresji
podczas rozwoju embrionalnego ptuc w tkankach dolnych drég oddechowych, gdzie jest niezbedny
do prawidtowej proliferacji oraz réznicowania komérek nabtonkowych. Knock-out Hmga2 prowadzit
do nasilonej sygnalizacji w Sciezce WNT poprzez zwiekszenie ilosci glikoprotein Wnt2b, Wnt7b
i Wntllijednoczesne zmniejszenie ilosci biatek o dziataniu antagonistycznym do sciezki WNT: Gata6
(ang. GATA-binding protein 6) i Fzd2 (ang. frizzled homolog 2). Potwierdzono, ze biatko Hmga2
bezposrednio nasila ekspresje genu Gata6, a ten nastepnie zwieksza ekspresje genu Fzd2 (Singh i
in., 2014).

We wczesnych doswiadczeniach opartych na technikach hemi-nested RT-PCR i Southern-blot
nie wykryto u cztowieka ekspresji genu HMGA2 w prawidtowej tkance ptuca ani tkance optucnej
(Barh i in., 2013). Dalsze badania dowiodty jednak, ze biatko HMGA?2 jest wykrywalne (w rosnacej
ilosci) w prawidtowym nabtonku oskrzelowym, zmianach o charakterze metaplazji i zmianach
dysplastycznych (Sarhadi i in., 2006). Réwniez ekspresja genu HMGA2 byta stwierdzana technikg
gRT-PCR w prawidtowej tkance ptuc oséb zdrowych i chorych z NSCLC (Gao i in., 2017; Meyer i in.,
2007).

Wszystkie dotychczasowe badania wskazujg, ze obecnos¢ ekspresji genu HMGA2 jest
zjawiskiem powszechnym w nowotworach ptuca i ze ekspresja ta jest istotnie wyzsza w tkance
nowotworowej niz w przylegajacej tkance prawidtowej. Takie wyniki uzyskali Gao i wsp. (2017) na
skutek analizy danych w bazie Oncomine dotyczacych ekspresji gendw w gruczolakoraku ptuca
w szeSciu roznych grupach pacjentéw, co potwierdzili takze w badaniu wtasnym. Ekspresje genu
HMGA2 w badaniu gRT-PCR stwierdzono w nowotworach ptuca o réznym typie histologicznym: raku
ptaskonabtonkowym, gruczolakoraku, raku wielkokomérkowym i raku wielopostaciowym. Byta ona
wyzsza w tkance nowotworowej w poréwnaniu z prawidtowg tkankg ptuca. Ekspresja genu HMGA2
korelowata takze z jgdrowa ekspresjg biatka HMGA2 wykrywanego za pomocg techniki
immunohistochemicznej (Di Cello i in., 2008; Eide i in., 2016; C. Jiang i in., 2018; Meyer i in., 2007;
Sarhadi i in., 2006; Sun i in., 2017; Xu i in., 2016). Stwierdzono takze wspédtzaleznos¢ ilosci biatek
HMGA1 i 2 (Sarhadiiin., 2006).

Doswiadczenia in vitro wykazaty, ze biatko HMGA2 jest czynnikiem niezbednym do
zainicjowania procesu nowotworzenia w ptucach. Indukowana nadekspresja genu HMGA2
prowadzita do uzyskania fenotypu nowotworowego przez komérki prawidtowego nabtonka
oskrzelowego (BEAS-2B), tj. zdolnosci wzrostu niezaleznego od zakotwiczenia (ang. anchorage-
independent growth) i tworzenia kolonii komérkowych. Z drugiej strony zahamowanie ekspresji
genu HMGA2 z wykorzystaniem interferencji RNA zmniejszato ilo$¢ biatka HMGA2 i blokowato
niezalezny od zakotwiczenia wzrost komadrek ludzkiego raka niedrobnokomérkowego ptuca H1299
(Di Cello i in., 2008).
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HMGA2 moze nie tylko inicjowac proces transformacji nowotworowej, ale takze odpowiada za
progresje nowotworu. Di Cello i wsp. (2008) wykazali, ze ekspresja genu HMGA2 nie byta
podwyzszona w wolno rosngcych rakowiakach ptuca w stosunku do tkanki prawidtowej. Obnizenie
ekspresji HMGA2 w wiekszosci przypadkéw rakowiakéw ptuca w stosunku do prawidtowej tkanki
ptuca stwierdzili natomiast Di Fazio i wsp. (2017). Knock-down HMGA2 w komdrkach linii H1299
o silnej endogennej ekspresji tego genu prowadzit do zmniejszenia zdolnosci proliferacyjnych,
ruchliwosci i inwazyjnosci komérek. Natomiast komérki linii A549 o stabej endogennej ekspres;ji
genu HMGAZ2, transfekowane HMGAZ2, wskazywaty zwiekszong proliferacje, zdolno$é¢ do migracji
i inwazyjnos¢ (Gaoiin., 2017). Jagdrowa ekspresja biatka HMGA?2 korelowata pozytywnie z indeksem
proliferacyjnym komoérek raka ptuca wyrazonym iloscia markera Ki-67 w badaniu technika
immunohistochemiczng (Sarhadi i in., 2006). Zbiezne wyniki do powyzej przedstawionych uzyskali
takze Naghizadeh i wsp. (2019) oraz Sun i wsp. (2017), ktdrzy po zablokowaniu HMGA?2 za pomoca
specyficznego siRNA obserwowali ostabienie zywotnosci, zdolnosci do migracji iinwazyjnosc
komarek linii A549 i/lub H460.

W czasie progresji nowotworu obserwuje sie proces EMT, podczas ktérego zachodzg zmiany
morfologiczne w komdérkach. Nastepuje modyfikacja fenotypu nabtonkowego na mezenchymalny,
ostabienie  powigzan = miedzykomdrkowych, nasilenie  oddziatywan  komdrka-macierz
zewnatrzkomorkowa i oddzielanie sie komdrek od btony podstawnej z towarzyszacymi im
charakterystycznymi zmianami molekularnymi, obejmujgcymi m.in. EGF, PDGF, TGFB, WNT/B-
katenina oraz sktadniki macierzy zewnatrzkomérkowej (Gos i in., 2009). Wyciszenie genu HMGA2 w
linii H1299 prowadzito do zwiekszenia ilosci biatek zwigzanych z procesem EMT: E-kadheryny oraz
zmniejszenia ilosci wimentyny i Twistl, bezposredniego represora E-kadheryny, a transdukcja
HMGA2 w linii A549 dawata przeciwne efekty (Gao i in., 2018). W analogicznym doswiadczeniu
przeprowadzonym przez Naghizadeh i wsp. (2019) transfekcja siRNA specyficznym dla HMGA2
komarek linii A549 powodowata nie tylko zalezne do dawki obnizenie ekspresji tego genu, ale takze
zmniejszenie ekspresji gendw zwigzanych z EMT: MMP1 (ang. matrix metallopeptidase 1), CXCR4
(ang. C-X-C chemokine receptor type 4), VIM (ang. vimentine). Udowodniono, ze wptyw biatka
HMGA?2 na proces EMT podlega regulacji przez biatko PP4R1 (ang. protein phosphatase 4 requlatory
subunit 1). Wykazano, ze PP4R1 nasila ekspresje genu HMGA?2 i zwieksza ilos¢ kodowanego przez
niego biatka w komadrkach raka ptuca in vitro. Powoduje to aktywacje sciezki sygnalizacji MAPK/ERK,
a w konsekwencji zwiekszenie ilosci N-kadheryny, B-kateniny i wimentyny oraz zmniejszenie ilosci
E-kadheryny (Wang i in., 2020a). Ekspresja genu HMGA2 ulega réwniez nasileniu pod wptywem
dziatania angiogeniny (ANG), rybonukleazy z nadrodziny RNaz A. Indukowana ekspresja genu ANG
przy uzyciu wektorow adenowirusowych w linii komérkowej ptaskonabtonkowgo raka ptuca (SK-
MES-1) powodowata nasilenie ekspresji genow MMP-2, HMGA2, NFKB i BCL2. Przy uzyciu
immunoprecypitacji chromatyny i testu lucyferazowego wykazano, ze biatko ANG wigze sie
bezposrednio do promotora genu HMGAZ2, co powoduje nasilenie inwazyjnosci i zdolnosci do
migracji komorek SK-MES-1 (Xu i in., 2016). Szereg doswiadczen in vitro przeprowadzonych na
komdrkach NSCLC dowiddt, ze onkogenne biatko transbtonowe MUC1-C aktywuje wraz z NF-xB (ang.
nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) transkrypcje genu LIN28B. Prowadzi
to do zmniejszenia ekspresji mikroRNA let-7 i zwiekszenia ekspresji genu HMGAZ2, a to promuje EMT
i nasila zdolno$¢ do samoodnowy komérek raka ptuca (Alam i in., 2015).
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Dla wzrostu komérek nowotworowych kluczowy jest balans miedzy podziatami a apoptoza.
Tworzenie kolonii komérkowych przez komarki in vitro jest wypadkowa nasilenia mitozy i apoptozy.
Istniejg dowody, ze biatko HMGA2 moze regulowac wzrost nowotworu takze poprzez wptyw na
proces apoptozy. Wyciszenie genu HMGA2 w linii komérkowej H1299 powodowato zmniejszenie
ilosci anty-apoptotycznego biatka BCL2 i nasilenie aktywnosci kaspaz 3 i 9, natomiast transfekcja
HMGA?2 dawata przeciwny efekt (Gao i in., 2017).

Dowiedziono, ze ekspresja genu HMGA2 w komérkach raka ptuca jest regulowana przez
mikroRNA. Zastosowanie narzedzi bioinformatycznych (TargetScan, miRDB, microRNA.org,
miRanda, PicTar, RNA22) pozwolito na wytypowanie kilku mikroRNA, ktére posiadajg
komplementarne sekwencje w obrebie regionu 3’ nieulegajgcego translacji (ang. 3’ untranslated
region, 3'UTR) mRNA HMGA2: miR-33a (Rice i in., 2013), miR-195 (Gao i in., 2017), miR-219 (Sun i
in., 2017), miR-363-3p (Jiang i in., 2018a), miR-495 (Sun i in., 2019), miR-498 (Gao i in., 2018), miR-
541 (Xu i in., 2018). Bezposrednie oddziatywanie z HMGAZ2 potwierdzono in vitro w systemie
lucyferazowym w przypadku miR-195, miR-219, miR-363-3p, miR-495, miR-498 i miR-541. Ekspresja
genu HMGAZ2 korelowata negatywnie z ekspresjg miR-219 (Sun i in., 2017) i miR-363-3p (Jiang i in.,
2018a) w tkance NSCLC.

Proces nowotworzenia w tkance ptuca przebiega z obnizeniem mikroRNA regulujgcych
ekspresje genu HMGAZ2. Stwierdzono, ze ekspresja mikroRNA-219, -363-3p, -495, -498, -541 byta
obnizona w tkance NSCLC w pordwnaniu z tkanka otaczajacg, jak réwniez w komérkach linii
wyprowadzonych z tego nowotworu (A549, H460, H1650, H520, SK-MES-1, H23, H522, SPC-A1,
H1299, 95D, H226, H1299) w poréwnaniu z komdrkami normalnego nabtonka oskrzelowego. In vitro
kazde ze wspomnianych mikroRNA miato zdolnos¢ ostabiania przynajmniej jednej z wymienionych
cech komoérek raka ptuca: potencjatu proliferacyjnego, inwazyjnosci, zdolnosci do migracji.
Dodatkowo miR-498 nasilato zdolno$¢ do apoptozy. W przypadku miR-495, -489, i -541
udowodniono, ze nadekspresja genu HMGA2 znosi opisany hamujgcy wptyw tych mikroRNA.
Przeciwnie, wyciszenie genu HMGA2 w komérkach H522 i A459 dawato taki sam efekt jak
nadekspresja miR-363-3p — zmniejszato proliferacje i inwazyjnos¢ komadrek (Gao i in., 2018; Jiang
iin., 2018a; Suniin., 2019; Suniin., 2017; Xu i in., 2018).

MikroRNA, jako post-transkrypcyjne regulatory syntezy biatek, mogg regulowaé proces
translacji badZz wptywaé na stabilnos¢ mRNA. Wykazano, ze nadekspresja miR-195 zmniejszata
ekspresje HMGA2 zaréwno na poziomie mRNA, jak i biatka w komarkach linii H1299 (Gao i in., 2017).
Analogiczne wyniki uzyskano w badaniu oddziatywania miR-541 w liniach SK-MES-1i H226 (Xu i in.,
2018) i miR-495 w linii A549 (Sun i in., 2019). Mozliwe jednak, ze sposdb regulacji jest zalezny od
rodzaju mikroRNA, zaobserwowano bowiem, Ze nadekspresja miR-219 w liniach A549 i H460
redukowata poziom biatka HMGA2, ale nie zmieniata poziomu mRNA HMGA2 (Sun i in., 2017).
Hamowanie procesu translacji HMGA2 w komérkach raka ptuca A549 nastepuje rowniez pod
wplywem pre-let-7g, prekursorowej czgsteczki mikroRNA let-7g (Park i in., 2010). Nalezy ona do
rodziny mikroRNA Jet-7, dla ktérych w 3’UTR ludzkiego genu HMGA?2 znaleziono siedem miejsc
komplementarnych. Opisano chromosomowe translokacje w nowotworach, ktére prowadzg do
produkcji skréconego mRNA HMGA2, nieposiadajgcego tych miejsc komplementarnych. Prowadzg
one do zniesienia represji HMGAZ2 przez let-7, co promuje niezalezny do zakotwiczenia wzrost
komorek, charakterystyczny dla transformacji nowotworowej (Mayr i in., 2007). W atypowych
rakowiakach ptuca ekspresja genu HMGA2 korelowata negatywnie z ekspresjg hsa-let-7f-5p
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mikroRNA, dla ktérego HMGAZ2 jest przewidywanym genem docelowym (Di Fazio i in., 2017).
Wykazano, ze ektopowa ekspresja let-7 w komdrkach linii raka ptuca H1299 zmniejsza ilos¢ mMRNA
HMGA?2 i biatka HMGA2 oraz zdolnos¢ do proliferacji tych komodrek. To dziatanie let-7 polega na
destabilizacji mRNA w cytoplazmie. W komérkach H1299, gdzie uzyskano stabilng ekspresje genu
HMGA?2 posiadajacego otwartg ramke odczytu, ale bez 3'UTR, transfekcja let-7 nie spowodowata
zmniejszenia ekspresji skrdconego mMRNA HMGA?2, ale zmniejszyta ekspresje mRNA HMGAZ2 o petnej
dtugosci. Nadekspresja HMGAZ2 bez regionu 3’UTR pozwala na zniesienie hamujgcego wptywu let-7
na proliferacje komodrek. Jest to dowodem na to, ze w nowotworach ptuca moze dochodzi¢ do
aktywacji onkogendéw poprzez translokacje eliminujgce 3’"UTR, ktdre zawierajg miejsce docelowe dla
let-7 (Yong i Dutta, 2007).

Prawdopodobnie zwigzek regulacyjny mikroRNA i genu HMGAZ2 jest czescig wiekszej sieci
sygnatowej w komdrkach raka ptuca. W tkankach guza pobranych od pacjentéw z NSCLC Eide i wsp.
(2016) stwierdzili koekspresje gendow HMGA2, MYCN i DICER1. Poziom ekspresji genu HMGAZ2 byt
zwigzany takze z poziomami ekspresji kilku mikroRNA z rodziny let-7: -7a, -7c, -7d, -7f, -7g. Badacze
zasugerowali istnienie $ciezki regulacyjnej MYCN-LIN28B-LET7-HMGA2-CDKN2 w NSCLC. Pre-let-7g
posiada zdolnos$¢ obnizania ekspresji genu HMGA2, co powoduje nastepnie zmniejszenie ilosci
czynnika transkrypcyjnego E2F1 w jadrach komdrek raka ptuca linii A549 i ich zdolnosci do migracji.
Dodatkowo wykazano, ze wyciszenie genu HMGA2 w komédrkach A549 wigze sie ze zmniejszeniem
ilosci biatka KRAS, innego celu komdrkowego pre-let-7g. Poniewaz jednoczesne wyciszenie genow
HMGA2 i KRAS daje silniejsze zahamowanie migracji komdrek w poréwnaniu z wyciszeniem tych
gendw pojedynczo, badacze sugerujg, ze KRAS jest biatkiem podleglym HMGA2 we wspdlnym
szklaku sygnalizacji (Park i in., 2010). Doswiadczenia przeprowadzone przez Dai i wsp. (2019)
dowiodty, ze mozliwe jest wspotdziatanie miedzy genami HMGA2, GSKIP (ang. glikogen synthase
kinase 3 beta interacting protein) i genem [3-kateniny w komdérkach NSCLC. W 3’UTR wszystkich tych
gendw wystepujag miejsca docelowe dla miR-150-5p, ktére powoduje obnizenie ich ekspres;ji.
W komdrkach H1299 jednoczesna ekspresja gendéw HMGAZ2 i genu kodujacego PB-katenine bardziej
kompletnie znosita hamujgce dziatanie miR-150-5p na proliferacje i inwazyjnos¢ komodrek niz
nadekspresja jednego z tych genéw. Dodatkowo skrécenie czasu przezycia pacjentow z NSCLC byto
tym wieksze, im wieksza liczba sposréd tych trzech genéw wykazywata nadekspresje w komérkach
nowotworowych.

Podobnie jak dla genu HMGA1 i kodowanego przez niego biatka, réwniez w przypadku genu
HMGAZ2 poszukuje sie zwigzku miedzy poziomem jego ekspresji a cechami kliniczno-patologicznymi
w grupach chorych z rakiem ptuca. Meyer i wsp. (2007) nie stwierdzili zaleznosci miedzy poziomem
ekspresji genu HMGA2 w tkance nowotworowej a typem histologicznym, stopniem zawansowania
wg klasyfikacji TNM czy stopniem ztosliwosci. Jednakze badanie to przeprowadzono na niewielkiej
liczbie przypadkdéw. Inne badania na wiekszych grupach wykazaty, ze poziom ekspresji genu HMGA2
i/lub ilo$¢ biatka HMGAZ2 s3 wyzsze w raku ptaskonabtonkowym niz gruczolakoraku (Eide i in., 2016;
Sarhadiiin., 2006), a ilo$¢ biatka HMGA?2 w tkance nowotworowej koreluje pozytywnie ze stopniem
ztosliwosci histologicznej nowotworu (Di Cello i in., 2008).

Poprzez analize danych zgromadzonych w bazie Oncomine Gao i wsp. (2017) stwierdzili, ze
wysoka ekspresja genu HMGA2 w tkance nowotworowej byta zwigzana z krotszym catkowitym
czasem przezycia pacjentdw w pieciu réznych grupach chorych z gruczolakorakiem ptuca. Badacze
potwierdzili wynik analizy w badaniu wtasnym. Réwniez Sarhadi i wsp. (2006) stwierdzili zaleznos¢
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pomiedzy wysoka ekspresjg biatka HMGA2 w tkance nowotworowej a krétszym czasem przezycia
pacjentéw z gruczolakorakiem ptuca. Takiego zwigzku nie zanotowano natomiast dla innych
podtypdw histologicznych raka ptuca. Zwigzek HMGA2 z prawdopodobienstwem przezycia
pacjentdw moze by¢ zalezny od obecnosci innych czynnikéw. Badania Eide i wsp. (2016) nie
potwierdzity, aby poziom ekspresji HMGA2 w tkankach NSCLC byt niezaleznym czynnikiem
prognostycznym w jednoczynnikowym modelu Coxa. Wykazaty natomiast, ze jednoczesne
wystepowanie niskiej ekspresji gendw HMGA2 i MYCN w tkance NSCLC wigzato sie z dtuzszym
czasem przezycia pacjentéw z NSCLC niz wystepowanie niskiej ekspresji tylko jednego z tych genow.

4. Gen HMGB1 i biatko HMGB1

Wysoka ekspresja HMGB1 zardwno na poziomie mRNA, jak i biatka byta stwierdzana w réznych
liniach komdrkowych NSCLC (A549, SPC-1-1, NCI-2170, SK-MES-1, NCI-H1299) i byta istotnie wyzsza
niz w komarkach ludzkich fibroblastéw ptodowych WI-38 (Zhang i in., 2015a). W komadrkach A549
transfekcja genu HMGB1 powodowata wzrost ilosci biatka HMGB1 zaréwno w jagdrze komérkowym,
cytoplazmie, jak i przestrzeni miedzykomérkowej (Liu iin., 2017).

Dotychczas przeprowadzono liczne badania dotyczgce wystepowania i znaczenia ekspresji genu
HMGB1 i kodowanego przez niego biatka w tkankach raka ptuca. Wyniki wiekszosci z nich zostaty
zebrane i tgcznie opracowane w dwdch metaanalizach przez Feng i in. (2016) i Xia i in. (2016).
Wedtug obu tych analiz, uwzgledniajgcych wyniki oznaczen metodami ELISA, Western-blot i technika
immunohistochemiczng, ilos¢ biatka HMGB1 w tkance nowotworowej byta istotnie wyzsza niz
w tkance przylegajgcej niezmienionej nowotworowo, jak i prawidtowej tkance ptuca pobranej od
0s6b bez nowotworu. Réwniez ekspresja genu HMGBI1 oznaczana metoda gRT-PCR byta istotnie
wyzsza w tkance nowotworowej w poréwnaniu z prawidtowg tkanka ptuca.

Badania wykazaty takze, ze stezenie biatka HMGB1 w surowicy chorych z NSCLC byto istotnie
wyzsze niz w surowicy osob zdrowych (Feng i in., 2016; Xia i in., 2016). Wyzsze surowicze stezenie
biatka HMGB1 u 0s6b z zaawansowanym NCSLC w poréwnaniu z osobami zdrowymi stwierdzili takze
Naumnik i wsp. (2009). Stezenie biatka HMGB1 w surowicy pacjentéw z NSCLC byto istotnie wyzsze
niz w surowicy pacjentéw z przewlektg obturacyjng chorobg ptuc (Shang i in., 2009), jak i pacjentéw
z sarkoidozg oraz pozytywnie korelowato z poziomem biatka HMGB1 w poptuczynach oskrzelikowo-
pecherzykowych (Jakubowska i in., 2015). Zrédtem zwiekszonych stezeri biatka HMGB1 w surowicy
sg najprawdopodobniej komodrki nowotworowe. Myszy, ktérym podano komorki linii A459
z wyciszonym genem HMGBI1, posiadaty mniejsze surowicze stezenie biatka HMBG1 niz myszy,
ktorym wszczepiono te same komoérki niepoddane wyciszaniu (Zheng i in., 2016). Zwiekszone
stezenie biatka HMGB1 wykryto takze w ptynie z jamy optucnowej chorych z NSCLC w poréwnaniu
ze stezeniem tego biatka w ptynie pobranym od oséb z chorobami nienowotworowymi (Ma i in.,
2018).

Ekspresja genu HMGB1 oraz funkcja biatka HMGB1, jak réwniez sktonnos¢ do niektérych
schorzen u poszczegdlnych oséb sg uwarunkowane polimorfizmami pojedynczego nukleotydu (SNP,
ang. single nucleotide polymorphism). Z tego wzgledu poszukiwano zaleznosci miedzy wybranymi
SNP genu HMGBI1 a ryzykiem rozwoju raka ptuca. Dotychczasowe nieliczne badania w tym zakresie
zostaty przeprowadzone w chinskiej populacji Han. Stwierdzono, ze zaréwno heterozygoty CT, jak
i osoby posiadajgce co najmniej jeden allel T dla polimorfizmu rs1045411 (2262C/T) genu HMGB1
wykazujg zmniejszone ryzyko raka ptuca o okoto 40% w poréwnaniu z homozygotami CC.

Polimorfizm ten jest potozony w regionie 3’ przylegajgcym do genu HMGB1 i moze wptywac na
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poziom jego ekspresji. Analiza danych w bazie Genotype-Tissue Expresion Project wykazata istnienie
tendencji do zmniejszonego poziomu ekspresji genu HMGB1 u 0s6b posiadajgcych co najmniej jeden
allel T dla rs1045411 w poréwnaniu z homozygotami CC. Ponadto obecno$é haplotypu G/T/C
ztozonego z trzech SNPs HMGB1 (rs1360485/rs1045411/rs2249825) wigzata sie ze zmniejszonym
niemal o potowe ryzykiem rozwoju raka wzgledem najczesciej wystepujgcego w badanej populacji
haplotypu A/C/C. W badaniu tym nie wykazano natomiast zwigzku polimorfizméw SNP rs2249825
(3814C/G), rs1412125 (-1615T/C) i rs1360485 (3'UTR, T/C) z ryzykiem rozwoju raka ptuca (Hu i in.,
2017).

Przeciwne wyniki uzyskano w innym badaniu dotyczgcym SNPs rs1412125 i rs1360485
w populacji Han, lecz zamieszkujacej inny region Chin. Stwierdzono, ze u oséb posiadajgcych co
najmniej jeden allel C dla polimorfizmu rs1412125 wykazano zmniejszone ryzyko raka ptuca o okoto
jedng czwartg w poréwnaniu z homozygotami TT. Podobne wyniki uzyskano takze w podgrupie oséb
niepalacych i wsrdd kobiet, natomiast polimorfizm ten nie wptywat na ryzyko raka ptuca ani wsréd
palaczy, ani wsrdod mezczyzn. Polimorfizm rs1360485 potozony jest w regionie nieulegajgcym
translacji, wiec nie zmienia sekwencji biatka HMGB1, moze natomiast regulowac proces transkrypcji
genu HMGBI1 badz innych gendw. Allel G rs1360485 wigzat sie ze zmniejszeniem ryzyka raka ptuca
0 17% w odniesieniu do allela A, a genotypy AG i GG ze zmniejszeniem ryzyka o 21% raka ptuca
wsrdd kobiet (Jiang i in., 2018c).

W patogenezie raka ptuca istotng role odgrywajg mutacje genu EGFR, ktére mogg prowadzié
do statej aktywacji kodowanego przez ten gen receptora, a w konsekwencji do nasilenia proliferacji
i przezywalnosci komérek. Dowiedziono, ze istnieje genetycznie uwarunkowana sktonno$é¢ do
powstawania tych mutacji. Poniewaz biatko HMGB1 uczestniczy w naprawie uszkodzenn DNA
powstatych pod wptywem kancerogenéw zawartych w dymie papierosowym lub stosowanych
chemioterapeutykach, poszukiwano zwigzku miedzy polimorfizmami rs1412125, rs2249825,
rs1045411irs1360485 HMGB1 a sktonnoscig do mutacji EGFR u pacjentéw z gruczolakorakiem ptuca
w populacji Tajwanu. W tej grupie osoby palgce bedace heterozygotami CG rs2249825, CT
rs1045411 lub TC rs1360485 wykazywaty zmniejszone ryzyko powstania mutacji w genie EGFR
(odpowiednio 0 93%, 88% i 88%) w poréwnaniu z homozygotami dzikimi dla tych polimorfizmoéw.
SNP rs1360485 nie wigzat sie ze zmiang ryzyka powstania mutacji EGFR. Dodatkowo stwierdzono
negatywng zalezno$¢ miedzy obecnoscig genotypu CG oraz obecnoscig co najmniej jednego allela C
(genotypy CG + CC) dla polimorfizmu rs2249825 a obecnoscig delecji eksonu 19 EGFR (Wu i in.,
2019).

Podobnie jak wczesniej opisane biatka z rodziny HMGA, réwniez HMGB1 bierze udziat
w procesie nowotworzenia, wptywajac na takie procesy jak cykl komérkowy i proliferacja, inwazja
i migracja czy apoptoza. Biatko to wywiera jednak swoje onkogenne dziatanie nie tylko wewnatrz
komdrek podlegajgcych transformaciji, lecz takze po uwolnieniu z komdrek nekrotycznych.
Dotychczasowe wyniki badan dowodzg, ze kluczowym i integrujgcym dla udziatu HMGB1 w réznych
procesach komarkowych jest czynnik NF-kB. Wykazano, ze nadekspresja miR-449a zmniejsza ilos¢
biatka HMGB1 i zapobiega fosforylacji P65 (pNF-xB) w komdrkach A549. Wyindukowana
nadekspresja genu HMGBI1 jest w stanie czeSciowo przywrdci¢ ekspresje biatka P65 (Wuiin., 2019a).

Udowodniono, ze wyciszenie genu HMGB1 za pomocg siRNA w komadrkach A549 i H1299
powoduje zahamowanie migracji i inwazyjnosci komérek (Zhang i in., 2013). HMGB1 promuje
inwazje i przerzutowanie komoérek raka ptuca poprzez zwiekszanie ekspresji biatka MMP-2,
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a dziatanie to wywiera poprzez sygnalizacje zalezng od NF-kB. llo$¢ biatka MMP-2 byta podwyzszona
w komérkach A549 i H1299 pod wptywem podawania biatka HMGB1, jednak efekt ten byt znacznie
ostabiony poprzez blokowanie za pomocg siRNA genu P65 kodujgcego podjednostke NF-xB (Wui in.,
2018c). W innym badaniu stwierdzono, ze ekspresja genu MMP-9 (ale nie MMP-2) oraz zdolnosé do
przerzutowania i inwazji byty wyzsze w komadrkach raka ptuca A549 i H23, gdzie wyindukowano
nadekspresje genu HMGBI1, lecz efekt ten byt znacznie ostabiony poprzez zastosowanie
selektywnych inhibitoréow PI3K/AKT i NF-kB. Natomiast wyciszenie genu HMGBI1 w komdrkach A549
i H23 za pomoca siRNA wywotato przeciwny efekt — spadek ekspresji genu MMP-9 i ostabienie
przerzutowania tych komérek. Dodatkowo stwierdzono korelacje pomiedzy poziomami ekspresji
gendéw HMGB1 i MMP-9 w tkance NSCLC (Liuiin., 2010). HMGB1 indukuje migracje komérek NSCLC
takze poprzez nasilanie ekspresji integryny avp3, co prowadzi dalej do fosforylacji biatka FAK
(ang. focal adhesion kinase) i nasila ekspresje gendw kodujgcych paksiline i taling, jak rowniez
aktywuje biatka TLR4 (ang. toll-like receptor 4) i NF-xB (Zhu i in., 2016).

Interesujgce dane dotyczgce zaangazowania HMGB1 w procesy proliferacji, inwazji i migracji
komérek przyniosty doswiadczenia z zastosowaniem pirogronianu etylu, inhibitora biatka HMGB1],
ktéry hamuje jego wydzielanie poza komdrke. Stwierdzono, ze zwigzek ten hamuje proliferacje,
inwazje i migracje komorek NSCLC oraz indukuje ich apoptoze. Doswiadczenia in vitro wykazaty, ze
powodowat on tez zalezne od dawki zmniejszenie ekspresji HMGB1 i jego receptora RAGE zaréwno
na poziomie mRNA, jak i biatka, hamujac tym samym S$ciezke sygnalizacji HMGB1/RAGE.
Jednoczesnie zmniejszat tez, na poziomie mRNA, jak i biatka, ekspresje PCNA (ang. proliferating cell
nuclear antigen) i MMP-9 oraz zwiekszat ekspresje P53. Zmniejszat takze ekspresje biatek BCL-2
i MCL-1, a zwiekszat ekspresje biatka BAX. Wysokie stezenia pirogronianu etylu istotnie zmniejszaty
aktywacje biatek NF-kB i STAT3 poprzez zmniejszenie ilosci ich form ufosforylowanych (Liu i in.,
2019). Zaangazowanie HMGB1 w proces apoptozy i migracji komorek potwierdzajg takze badania
invivo. U myszy, ktorym wszczepiono komodrki NCI-H157 z nadekspresjg miR-520a-3p,
zaobserwowano zmniejszenie ekspresji genu HMGBI1 oraz ilosci kodowanego przez niego biatka
z jednoczesnym zmniejszeniem ilo$¢ biatek MMP-2 i MMP-9, obnizeniem stosunku ilosci biatek BCL-
2/BAX, jak réwniez zwiekszeniem ilosci biatka kaspazy 3 (Lviin., 2018).

HMGB1 promuje takze proces EMT. W tkance NSCLC wykazano jednoczesng, zwiekszong ilos¢
biatka HMGB1 i markeréw EMT: a-SMA (ang. a-smooth muscle actin), wimentyny, B-aktyny.
Nadekspresja genu HMGB1 w komodrkach A549 powodowata wzrost, natomiast wyciszenie przez
siRNA — spadek ekspresji na poziomie mRNA i biatka: a-SMA, wimentyny i B-aktyny. Nadekpresja ta
indukowata takze reorganizacje cytoszkieletu, gtéwnie F-aktyny, ktéra spetnia istotng role
w procesach migracji i inwazji komérek. Wyciszenie genu HMGB1 przez siRNA nasilato adhezje
miedzykomérkowa, zmniejszato ilos¢ F-aktyny oraz ostabiato migracje i inwazje komorek.
Nadekspresja genu HMGB1 wptywata na obszar kontaktu miedzy komodrkami i promowata
wytwarzanie wydtuzonych filopodiéw o zwiekszonej stabilnosci (wigzki rownolegle potozonych
filamentéw aktynowych i innych biatek wigzacych sie z aktyng). Dodatkowo u myszy, ktérym
wszczepiono podskdrnie komorki ludzkiego raka ptuca A549 z nadekspresja genu HMGBI,
zaobserwowano nasilenie procesu EMT (Liu i in., 2017).

Woyciszenie przez siRNA genu HMGB1 w hodowli komérek A459 powodowato istotne
zmniejszenie ich proliferacji, zywotnosci i ruchliwosci. Przeciwnie, ektopowa nadekspresja genu
HMGB1 w komédrkach H1299 istotnie zwiekszata ich zywotnos¢ i ruchliwos¢ oraz prowadzita do
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aktywacji sciezki WNT/B-katenina i promowata proces EMT. Wyciszenie HMGBI1 w komodrkach A549
powodowato nadekspresje markera epitelialnego — biatka E-kadheryny i zmniejszenie ekspresji
markeréw mezenchymalnych — biatek SNAI1, SLUG i N-kadheryny. Ponadto wyciszenie HMGB1
powodowato zmniejszenie ekspresji mRNA i/lub biatek c-Myc, cykliny D1, B-kateniny oraz
nadekspresje aksyny, GSK3[3 i APC. Poréwnywalne wyniki uzyskano w komérkach H1299 z ektopowa
nadekspresjg HMGBI1 i jednoczesnym podaniem inhibitora $ciezki WNT, C59 (Wang i in., 2020b). W
innym badaniu udowodniono, ze HMGB1 tgczy sie bezposrednio z promotorem genu SNAIL,
pobudzajac jego ekspresje (Wu i in., 2020).

Istniejg dowody, ze biatko HMGB1 reguluje procesy proliferacji i inwazji komérek raka ptuca
takze poprzez modulacje aktywacji $ciezek ERK1/2 i p38/MAPK. Stwierdzono, ze egzogenna
ekspresja genu HMGB1 promowata proliferacje i inwazyjnos¢ komérek A549 (linia z prawidtowa
formg genu EGFR) i nasilata réwniez ekspresje fosforylowanych form p38 i ERK1/2 (przy
niezmienionej ilosci tych biatek), a takze jadrowgq ekspresje NF-kB. Podobne wyniki uzyskano w linii
NCI-H1975, ktdéra posiada zmutowany gen EGFR, co wskazuje, ze ta Sciezka jest aktywowana
niezalenie od sygnalizacji EGFR (Suniin., 2013).

Udowodniono réwniez, ze w procesach EMT, inwazji i przerzutowania w komaérkach raka ptuca
A549 biatko HMGB1 wspdtdziata z biatkiem NAC1 (ang. nucleus accumbens associated protein 1),
transkrypcyjnym biatkiem inhibitorowym. NAC1 uczestniczy takze w procesie autofagii regulowanej
przez biatko HMGB1. Zaobserwowano, Zze transfekcja NACI nasilata proliferacje komorek,
zmniejszata liczbe komdrek w fazie G1, a zwiekszata w fazie S. Zwiekszata takze zdolno$é do inwazji
oraz ekspresje HMGB1, N-kadheryny, wimentyny, a zmniejszata ekspresje E-kadheryny zaréwno na
poziomie mRNA, jak i biatka, a zastosowanie shNAC1 dawato przeciwne efekty (Liuiin., 2018).

Komorki eksponowane na czynniki stresowe zewnatrz- bagdZz wewnatrzkomérkowe uwalniajg
roznorodne sktadniki zwigzane ze zniszczeniem (ang. damage-associated molecular pattern,
DAMPs). Biatko HMGB1 jest jednym z DAMPs, uwalnianych z komdrek uszkodzonych
i nowotworowych (Wang i in., 2019). Powoduje ono wtedy m.in. nieinfekcyjng odpowiedz zapalng i
sprzyja przezywaniu komorek poprzez taczenie sie ze swoim receptorem przezbtonowym RAGE.
Pozakomdrkowo wystepujgce biatko HMGB1 jest kluczowym koefektorem oligonukleotydéw CpG
w nasilaniu progresji wzrostu i inwazji komérek 95D, ktdre rozpoznajg HMGB1 poprzez receptory
RAGE i TLR4. Stwierdzono, ze niemetylowane 20-merowe oligonukleotydy CpG w sposdb zalezny od
dawki stymulowaty komdrki 95D ludzkiego raka ptuca do wydzielania biatka HMGB1, co nasilato
progresje tych komdrek. Dziatanie takie byto znoszone w duzej mierze pod wptywem inhibitoréw
HMGB], takich jak np. pirogronian etylu. Co wiecej, biatko HMGB1 nasilato progresje komorek 95D
zardwno samodezielnie, jak i synergistycznie z oligonukleotydami CpG. Dowiedziono bowiem, ze
HMGB1 wigze sie z oligonukleotydami CpG, lecz dla wywierania ich synergistycznego wptywu
niezbedne sg receptory RAGE i TLR4. W komadrkach 95D pod wptywem dziatania biatka HMGB1
dochodzito do wzrostu ilosci biatek MMP-2, MMP-9 i CDK2 (ang. cyklin-dependent kinase 2). To
dziatanie HMGB1 byto zalezne od czgsteczki adaptorowej dla receptora TLR MyD88, ktéra wigze sie
do fosforylowanego RAGE i powoduje przenoszenie sygnatu (Wangiin., 2012).

Uwalnianie z komoérek DAMPs, w tym HMGB1, skutkuje takze stresem zwigzanym z retikulum
endoplazmatycznym (ang. endoplasmic reticulum stress) oraz syntezg reaktywnych form tlenu.
Wykazano, ze wyciszenie genu HMGB1 w komdrkach A549 za pomocg siRNA promuje apoptoze oraz
powoduje produkcje reaktywnych form tlenu, co zmniejsza przezywalnos¢ komorek
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nowotworowych. Nasila takze ekspresje biatka BAX oraz biatek markerowych dla stresu zwigzanego
z retikulum endoplazmatycznym: p-ERK, elF2a,, GADD153 i IREla (Tu i in., 2019).

W warunkach hipoksji biatko HMGB1 uwalniane z komdrek nekrotycznych moze stymulowac
rowniez neoangiogeneze poprzez aktywowanie czynnikdw proangiogennych czy indukcje
proliferacji i migracji komérek nabtonkowych (Smolarczykiin., 2012). Wykazano, ze przed leczeniem
cytoredukcyjnym stezenie biatka HMGB1 w surowicy pacjentow z NSCLC byto pozytywnie
skorelowane ze stezeniem surwiwiny (inhibitor angiogenezy), a po tym leczeniu negatywnie
skorelowane ze stezeniem VEGF (czynnik proangiogenny) (Naumnik i in., 2009).

W komorkach raka ptuca biatko HMGB1 podlega regulacji poprzez sygnalizacje JAK/STAT.
Aktywacja tej Sciezki moduluje proces acetylacji biatka HMGB1, towarzyszacej jego przejsciu z jadra
komodrkowego do cytoplazmy. Glicyryzyna, zwigzek z grupy triterpenéw o dziataniu
przeciwzapalnym, powodowata zmniejszenie ilosci biatka HMGB1 w tkance nowotworowe;j
ludzkiego raka ptuca w modelu mysim. Jednoczes$nie stwierdzono, ze pod wptywem tego zwigzku
nastepuje zahamowanie fosforylacji biatek JAK3 i STAT3 (Wu i in., 2018b).

Podobnie jak geny z rodziny HMGA réwniez gen HMGBI1 podlega negatywnej regulacji przez
liczne mikroRNA. Analizy bioinformatyczne wykazaty, ze 3'UTR genu HMGBI1 jest bezposrednim
celem czasteczek mikroRNA: miR-34c (Tuiin., 2019), miR-142-3p (Chen i in., 2017; Xiao i Liu, 2015),
miR181-b (Liu i in., 2016), miR-200c (Liu i in., 2017), miR-218 (Zhang i in., 2013), miR-325-3p (Yao
iin., 2015), miR-449a (Wu i in., 2019a). Funkcjonalne znaczenie dla regulacji ekspresji genu HMGB1
potwierdzono in vitro dla miR-34c (Tu i in., 2019), miR-142-3p (Xiao i Liu, 2015), miR181-b Liu i in.,
2016), miR-218 (Zhang i in., 2013), miR-325-3p (Yao i in., 2015) i miR-449a (Wu i in., 2019a).
Wykazano, ze ekspresja miR-142-3p, miR181-b i miR-325-3p byta obnizona w tkance NSCLC w
poréwnaniu z prawidtowg tkankg ptuca (Yun Liuiin., 2016; Xiao i Liu, 2015; Yao i in., 2015), a poziom
ekspresji miR-325-3p korelowat negatywnie z poziomem ekspresji genu HMGB1 w tkance NSCLC
(Yaoiin., 2015).

Ektopowa nadekspresja in vitro miR-34c, miR-142-3p, miR-200c, miR-218, miR-325-3p, miR181-
b i miR-449a powodowata spadek ekspresji genu HMGB1 i/lub ilosci kodowanego przez niego biatka
(Liuiin., 2017; Liuiin., 2016; Tu i in., 2019; Wu i in., 2019a; Xiao i Liu, 2015; Yao i in., 2015; Zhang
i in., 2013). Dla wybranych mikroRNA wptywajacych na ekspresje genu HMGB1 wykazano, ze majg
zdolno$¢ ostabiania proliferacji (miR-142-3p, -325-3p, -449a, -520a-3p), tworzenia kolonii
komorkowych (miR-142-3p), inwazyjnosci (miR-325-3p, -181-b, -449a, -520a-3p) i migracji (miR181-
b, -449a, -520a-3p), takze nasilania apoptozy (miR-142-3p, -520a-3p) in vitro w komérkach raka
ptuca (Liuiin., 2016; Lviin., 2018; Wu i in., 2019a; Xiao i Liu, 2015; Yao i in., 2015).

Opornos$¢ na chemioterapie jest jedng z przyczyn wcigz niezadowalajacych wynikéw leczenia
NSCLC. Istnieja dowody, ze biatko HMGB1 moze aktywnie uczestniczyé w odpowiedzi na
chemioterapie stosowang w leczeniu tego nowotworu. Komorki linii A459/DDP wykazujgce
opornos¢ na cisplatyne posiadaty wiekszg ilos¢ biatka HMGB1 niz komorki wrazliwe na ten
chemioterapeutyk (Zhang i in., 2015a; Zheng i in., 2016). Co wiecej, w liniach komdérkowych NSCLC
A549, SPC-A-1, SK-MES-1 po podaniu adriamycyny, cisplatyny badz metotreksatu zaobserwowano
wzrost zaréwno poziomu ekspresji genu HMGBI, jak i ilosci biatka HMGB1 (Zhangiin., 2015a; Zheng
i in.,, 2016). Dowiedziono, ze zastosowanie HMGB1 nie ma wptywu ani na zywotnos¢, ani na
tworzenie kolonii przez komérki A549. Jednak podanie tego biatka do komdrek wraz z cisplatyna
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powoduje ostabienie jej dziatania — redukuje negatywny wptyw cisplatyny na zywotnos$¢ komérek
i ich zdolnos$¢ do tworzenia kolonii (Ma i in., 2018).

Istniejg rowniez dowody, ze HMGB1 moze wzmagac¢ proces protekcyjnej autofagii
w odpowiedzi na chemioterapie raka ptuca. Zaobserwowano, ze po ekspozycji komodrek
gruczolakoraka ptuca na docetaksel biatko HMGB1 ulegato przemieszczeniu z jader komérkowych
do cytoplazmy, co powodowato nasilenie procesu autofagii, a w konsekwencji zahamowanie
apoptozy i opornosé na docetaksel. Wyciszenie genu HMGB1 za pomocg siRNA powodowato
przywrdcenie wrazliwosci na docetaksel badanych komérek zaréwno in vitro, jak i in vivo (Pan i in.,
2014). Zbiezne wyniki uzyskano réwniez w innych badaniach (Zhang i in., 2015a; Zheng i in., 2016).
Ekspozycja komdrek A549 na cisplatyne zwiekszata ilo$é cytoplazmatycznego i jadrowego biatka
HMGB1, a jego ilos¢ byta wyzsza w cytoplazmie niz w jadrze (Zheng i in., 2016). Po zastosowaniu
interferujgcego RNA specyficznego dla genu HMGB1 w komérkach linii A549/DDP nastepowato
zahamowanie procesu autofagii i nasilenie apoptozy oraz zwiekszenie wrazliwosci na cisplatyne
(Zhang i in., 2015a). Uzycie tej same]j strategii uwrazliwiato komérki H460 na 5-fluorouracyl,
cisplatyne i oksaliplatyne (Zheng i in., 2016). Udowodniono, ze w gruczolakoraku ptuca biatko
HMGB1 poprzez aktywacje $ciezki sygnalizacyjnej MEK/ERK1/2 utatwia powstawanie kluczowego
dla tworzenia autofagosoméw kompleksu biatek Beclin-1-PI3K-Ill (Pan i in., 2014). Za regulacje
procesu autofagii w komdrkach NSCLC odpowiedzialne jest rowniez miR-142-3p o hamujgcym
dziataniu wobec genu HMGB1. Wspomniane miRNA hamuje proces autofagii wywotanej gtodzeniem
komodrek NSCLC poprzez obnizanie ekspresji genu HMGB1, co w konsekwencji aktywuje sciezke
sygnalizacji PI3K/AKT/mTOR. Nadekspresja miR-142-3p hamuje takze proces autofagii wywotanej
przez chemioterapeutyki i zwieksza chemowrazliwos$é komérek NSCLC zaréwno in vitro, jak i in vivo
(Cheniin., 2017).

Z drugiej strony wykazano, ze HMGB1 posiada wiasciwosci indukujgce odpowiedz
przeciwnowotworowg komoérek uktadu immunologicznego. Gao i wsp. (2019) udowodnili, ze
docetaksel powoduje zalezng od dawki indukcje ekspresji genu HMGBI1 i kodowanego przez niego
biatka in vitro. Nastepnie biatko to poprzez sygnalizacje zalezng do NF-kB indukuje uwalnianie
CXCL11 (ang. chemokine receptor ligand 11) do mikrosrodowiska guza nowotworowego, co wzmaga
jego infiltracje przez limfocyty T CD8+. W zgodzie z tymi obserwacjami pozostajg wyniki badan
Haruna i wsp. (2020), ktdrzy stwierdzili istotny wzrost stezenia biatka HMGB1 w surowicy pacjentow
z NSCLC po podaniu docetakselu. Dodatkowo makrofagi i komdrki dendrytyczne pobrane z tkanki
NSCLC i stymulowane ex vivo przez biatko HMGB1 wykazywaty zwiekszong ekspresje markera
aktywacji CD86.

Po podaniu cisplatyny tworzone sg addukty cisplatyna/DNA, ktorych usuwanie pozwala
komérkom nowotworowym unikngé niszczgcego dziatania chemioterapeutyku, a tym samym moze
wptywaé na wyniki chemioterapii. Udowodniono, ze w komadrkach A549 z funkcjonalnym biatkiem
P53 naprawa adduktéw DNA/cisplatyna jest uwarunkowana wspoétdziataniem biatek HMGB1 i P53.
Wykazano bowiem, ze wyciszenie genu HMGBI1 nasila proces naprawy DNA, lecz tylko w obecnosci
defektywnego biatka P53 (Yusein-Myashkova i in., 2016).

Istniejg przestanki, ze wyniki chemioterapii w raku ptuca mogg by¢ determinowane przez
polimorfizmy genu HMGB1, stanowigce potencjalne biomarkery efektywnosci chemioterapii opartej
na zwigzkach platyny. Wsrdd chorych na raka ptuca w populacji chifskiej, ktérzy otrzymali co

najmniej dwa cykle chemioterapii pierwszej linii opartej na zwigzkach platyny, wykazano zaleznos¢
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miedzy polimorfizmami rs1412125 i rs2249825 genu HMGB1 a odpowiedzig na te chemioterapie.
Obecnosc genotypu TT badz CT dla rs1412125 wigzata sie z ponad trzykrotnie, a obecnos$é genotypu
GC lub CC dla rs2249825 z ponad dziesieciokrotnie wyzszym ryzykiem braku odpowiedzi na to
leczenie (w poréwnaniu odpowiednio do genotypu CC i GG). Analogiczny wynik dla rs1412125
uzyskano w podgrupie chorych powyzej 55. roku zycia (blisko pieciokrotny wzrost ryzyka). Zwigzku
z wynikami chemioterapii nie stwierdzono natomiast dla trzeciego badanego polimorfizmu genu
HMGB1 rs1045411 (Wang i in., 2014).

Cho¢ chemioterapia jest szeroko stosowanym podejSciem w leczeniu nowotworéw, moze
przyczynia¢ sie do powstawania przerzutéw. Powoduje ona m.in. selekcje klondw komdrek
opornych na chemioterapie lub powstawanie nowych mutacji klonalnych prowadzacych do
rozprzestrzeniania sie nowotworu. Udowodniono, ze biatko HMGB1 jest czynnikiem niezbednym do
powstawania przerzutow raka ptuca indukowanych chemioterapia. Nukleosomy zawierajgce
HMGB1, pochodzace z komdrek nowotworowych ulegajacych apoptozie po chemioterapii, nasilaty
(w zaleznosci od dawki) inwazyjnos¢ i zdolnos¢ do przerzutowania komdrek nowotworowych.
Zwiekszenie inwazyjnosci tgczyto sie z nasileniem ekspresji genow MMP-2 i MMP-9 oraz
zwiekszeniem ilosci kodowanych przez nie biatek. Podanie takich nukleosoméw myszom przed
wszczepieniem im ludzkich komodrek raka ptuca powodowato nasilenie przerzutowania tego
nowotworu in vivo, przy zaangazowaniu sygnalizacji zaleznej od receptoréw TLR4 i TLR9, dla ktdérych
ligandami sg odpowiednio HMGB1 i nukleosomy. U pacjentdw poddanych chemioterapii stezenie
krazacych nukleosomoéw potaczonych z HMGB1 w surowicy byto wyzsze niz u 0séb nie poddanych
takiemu leczeniu. Wyzisze stezenie wspomnianych nukleosoméw byto tez zwigzane z niskim
zrdéznicowaniem komodrek nowotworowych, nasilong inwazyjnoscia nowotworu i wyzszymi
stopniami zaawansowania klinicznego wg klasyfikacji TNM (Wang i in., 2018).

W czasie ostatnich kilkunastu lat przeprowadzono liczne badania, ktére miaty ocenic
potencjalng kliniczng uzytecznos¢ oznaczania ekspresji genu HMGB1 badz biatka HMGB1 w tkance
raka ptuca, surowicy lub poptuczynach oskrzelikowo-pecherzykowych jako czynnika
prognostycznego w NSCLC. Wyniki wiekszosci z tych badan zostaty zebrane w dwdch metaanalizach
(Feng i in., 2016; Xia i in., 2016). Nie wykazano w nich réznic w ekspresji biatka HMGB1 miedzy
gtéwnymi typami histologicznymi NSCLC - gruczolakorakiem i rakiem ptaskonabtonkowym.
Obecnos$¢ biatka HMGB1 w tkance nowotworowej réznicowata natomiast przypadki NSCLC
z zajeciem weztéw chtonnych i bez przerzutéw. Metaanalize Feng i wsp. (2016) uzupetniono takze
o dane mikromacierzowe uzyskane z baz Gene Expression Omnibus i ArrayExpress. Na tej podstawie
stwierdzono, ze poziom ekspresji genu HMGB1 w tkance nowotworowej jest pozytywnie zwigzany
z wielkoscig guza, obecnoscig przerzutédw do weztdw chtonnych, przerzutéw odlegtych, stopniem
zaawansowania klinicznego wg klasyfikacji TNM. Wyizsze poziomy tej ekspresji wystepuja istotnie
czesciej w raku ptaskonabtonkowym niz gruczolakoraku ptuca. Dalsze analizy danych z The Cancer
Genome Atlas wykazaty, ze nadekspresja genu HMGBI1 jest zwigzana z krétszym catkowitym
i wolnym od choroby czasem przezycia chorych z gruczolakorakiem ptuca, nie ma natomiast zwigzku
z tymi czasami w przypadkach raka ptaskonabtonkowego. Przytoczone powyzej wyniki sugerujg, ze
poziom ekspresji genu HMGB1 moze by¢ obiecujgcym czynnikiem pozwalajgcym na prognozowanie
przebiegu raka ptuca.

Dwa sposrod badan zawartych w przedstawionych wczesniej metaanalizach przeprowadzono
w populacji polskiej i dotyczyty one prognostycznego znaczenia biatka HMGB1 oznaczanego
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w surowicy chorych z NSCLC. Naumnik i wsp. (2009) stwierdzili wystepowanie wyzszego surowiczego
stezenia biatka HMGB1 u 0sdb z zaawansowanym NCSLC (stopien 1A lub IV wg TNM) w poréwnaniu
z osobami zdrowymi. Stezenie to jednak nie byto zwigzane ze stopniem zaawansowania choroby,
typem histologicznym nowotworu ani wynikami chemioterapii. Stezenie biatka HMGB1 przed
operacjg nie miato zwigzku z przezywalnoscig pacjentéw. Analiza przy uzyciu krzywych ROC nie
wykazata, aby stezenie HMGB1 przed chemioterapig byto skutecznym czynnikiem diagnostycznym
w réznicowaniu 0séb chorych z NSCLC i zdrowych.

W drugim badaniu dotyczacym polskiej populacji stwierdzono, ze stezenie w surowicy biatka
HMGB1 byto istotnie wyzsze u oséb z NSCLC niz w surowicy oséb zdrowych czy pacjentéw
z sarkoidozg oraz pozytywnie korelowato ze stezeniem biatka HMGB1 w poptuczynach oskrzelikowo-
pecherzykowych. Wigzato sie takze z wiekiem (wyzsze stezenia u oséb ponizej 60. roku zycia) i byto
zwigzane z ptcig pacjentow NSCLC (wyisze stezenie u mezczyzn). Natomiast wysokie stezenie
HMGB1 w poptuczynach oskrzelikowo-pecherzykowych byto zwigzane z obecnoscig przerzutéw
odlegtych. Wysokie stezenia HMGB1 w tym materiale u pacjentébw z NSCLC o stopniu
zaawansowania IlIB byto zwigzane z gorsza przezywalnoscig. Stwierdzono takze negatywna
zalezno$¢ miedzy stezeniem HMGB1 w surowicy pacjentdw nie odpowiadajgcych na terapie i ich
przezywalnoscia. Istniata natomiast pozytywna korelacja stezerr biatek HMGB1 i TGF-B zaréwno
w surowicy, jak i poptuczynach oskrzelikowo-pecherzykowych (Jakubowska i in., 2015).

Stezenie HMGB1 w ptynie z jamy optucnej byto istotnie wyzsze u chorych z gruczolakorakiem
niz rakiem ptaskonabtonkowym ptuca. Nie wykazano natomiast réznic w odniesieniu do ptci, wieku
czy statusu palenia pacjentéw (Maiin., 2018).

Prognostycznego znaczenia w raku ptuca poszukiwano takze dla polimorfizméw genu HMGBI,
ktére mogtyby zmienia¢ poziom jego ekspresji, a przez to wptywaé na przebieg procesu
nowotworzenia. Analiza w podgrupach pacjentéw z réznymi typami histologicznymi raka ptuca
dowiodta, ze osoby posiadajgce co najmniej jeden allel C dla polimorfizmu rs1045411 genu HMGB1
wykazywaty zmniejszone ryzyko gruczolakoraka o okoto 25% i raka drobnokomdrkowego o ok. 40%
w poréwnaniu z homozygotami TT. Udowodniono tez, ze obecnos$¢ genotypu AG badz GG jest
zwigzana ze zmniejszeniem o 23% ryzyka wystapienia gruczolakoraka. Dodatkowo nie wykazano
zwigzku miedzy zadnym z dwdch badanych polimorfizméw a czasem przezycia wsrdd chorych
zrakiem ptuca. Réwniez rozktad genotypdéw dla tych polimorfizméw nie réznit sie miedzy
podgrupami chorych o réznym zaawansowaniu klinicznym nowotworu (Jiang i in., 2018c).

Dowiedziono, ze wspotwystepowanie mutacji gendw EGFR i HMGB1 moze miec zwigzek ze
stopniem zréznicowania histologicznego nowotworu. Wsréd chorych ze zmutowanym genem EGFR
osoby posiadajace co najmniej jeden allel C dla rs1360485 HMGB1 (genotypy TC + CC) wykazywaty
zwiekszone ponad pieciokrotnie ryzyko rozwoju raka ptuca o niskim zréznicowaniu w poréwnaniu
z osobami homozygotycznymi TT. Dodatkowo ten SNP w grupie chorych palaczy z mutacjami genu
EGFR byt zwigzany z podatnoscig na rozwaj raka niskozréznicowanego (Wu i in., 2019b).

5. Podsumowanie

Badania wykazaty, ze ekspresja gendw HMGA1, HMGA2 i HMGBI1, jak rdéwniez ilos¢
kodowanych przez nie biatek ulegajg zwiekszeniu w tkance raka ptuca w stosunku do prawidtowych
tkanek tego narzadu. Wiagze sie to z funkcjg tych czasteczek w przebiegu nowotworzenia, ich
udziatem w takich procesach jak proliferacja, apoptoza, migracja i przerzutowanie. Znaczna czes¢

przeprowadzonych analiz wskazuje na zwigzek poziomu ekspresji genéw HMGA1, HMGA2 i HMGB1
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i ilosci kodowanych przez nie biatek w tkance raka ptuca z cechami kliniczno-patologicznymi, jak
obecnos$é przerzutdw, stopien zaawansowania klinicznego, stopien zrdéznicowania histologicznego,
a takze z czasem przezycia pacjentéw. Wskazuje to na potencjalng uzyteczno$¢ oznaczania tych
parametréw jako czynnikdéw prognostycznych. Dowiedziona rola omawianych biatek w odpowiedzi
komérek na chemioterapie daje mozliwosé wykorzystania tych czgsteczek w leczeniu raka ptuca.

Finansowanie: Praca byta finansowana z srodkéw statutowych Zaktadu Biochemii Farmaceutycznej
i Diagnostyki Molekularnej (503/3-015-02/503-31-001-19-00).

Podziekowania: Abstrakt graficzny pobrano ze strony Protein Data Bank in Europe
https://www.ebi.ac.uk/pdbe/entry/pdb/2eze (dostep: 26.02.2021). Wykorzystana grafika zostata
opublikowana po raz pierwszy w: Huth J.R., Bewley C.A., Nissen M.S., Evans J.N., Reeves R.,
Gronenborn A.M., Clore G.M. 1997. The solution structure of an HMG-I(Y)-DNA complex defines a
new architectural minor groove binding motif. Nature Structural Biology 4, str. 657—65.
DOI: 10.1038/nsb0897-657.
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