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Wstep:

DNA znajdujcy sk w jadrze komorki eukariotycznej jest upakowany wrazatkami
histonowymi w chromatynie, kompleksie nukleoprotsiym, ktory umaliwia



przechowywanie znacznych §ld genomowego DNA na wzglnie malej przestrzeni. W
zwiazku z takim sposobem upakowania czynniki regulatera transkrypcyjne majw
znacznym stopniu ograniczony dgstdo sekwencji docelowych znajdaych s¢ w DNA.
Aby udostpni¢c materiat genetyczny komérka eukariotyczna wyks#tat réznorodne
mechanizmy kontrolgce dosgp do DNA. Jednym z najwaiejszych sposobéw
udostpniania chromatyny jest proces zwany remodelingdmomatyny dokonywany przez
maszynerie wielobiatkowe. Ich zadaniem jest romienie lub zamkricie struktury
chromatyny a co za tym idzie, precyzyjna kontrotesigbu czynnikéw regulatorowych do
odpowiednich sekwencji docelowych znapghyjch s¢ w DNA. Jedm z maszynerii
remodelugcych chromatya jest wielobiatkowy kompleks typu SWI/SNF. Wykoraye on
energé pochodzaca z hydrolizy ATP do przebudowy chromatyniiompleks ten zastat
opisany po raz pierwszy u ddry, jako kompleks zaangawany w metabolizm glukozy oraz
zmiare typu koniugacyjnego u didzy piekaskich Scacharomyces cerevisiae. Jest on
zachowany w ewolucji u wszystkich Eukariota, pyegzy od dradzy, muszki owocowej,
ludzi oraz rélin wyzszych (Tab.1.)Co ciekawe, dradzowy kompleks typu SWI/SNF
wydaje sk byé¢ raczej uproszczonym prototypem jego odpowiednikéw organizmoéw
wyzszych, natomiast wiaciwym odpowiednikiem ludzkiego kompleksu typu SWI/SIF
jest kompleks wysepujacy u rosliny Arabidopsis thaliana (Rzodkiewnika pospolitego).
Klasyczny kompleks SWI/SNF zbudowany jest z kilkstoapodjednostek, przy czym 4
podjednostki [u cziowieka BRG1 lub BRM (ATPazy- trainy motor, dostarczggy energg

z hydrolizy ATP), INI1 (SNF5) oraz BAF155 i BAF17(BWI3)] tworz tzw. rdzé
kompleksu, zdolny przebudowywwahromatyg in vitro.

Tab.1. Skiad podjednostkowy kompleksu typu SWI/SNFu réznych organizméw

Sarnowska i in. 2016 zmodyfikowane.
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Kompleks SWI/SNF jest zaangavany w proces thicowania, proliferagj i wzrost
komorek, odpowiegina hormony, embriogengzadhez, regulacje cyklu komorkowego oraz
regulacje epigenetyczne. Ponadto, geny kamfujpodjednostki tego kompleksyd szesto
zmutowanymi genami w wielu typach nowotworéw [MahklPlanchon i wsp. 2014].
Przyktady nowotworéw, w ktérych mutacji ulega jednd wiecej podjednostek kompleksu
SWI/SNF zebrano w Tabeli 2.



Tab. 2. Niektére nowotwory z inaktywagj poszczegolnych podjednostek kompleksu
SWI/SNF.

podjednostka kompleksu nowotwor referencje

SMARCBL1/INI1/BAF47 | Nowotwor rabdoidalny u dzieci ;| Versteege i wsp. 1998;
Oponiak; m¢sak epitelioidny}; Schimitz i wsp. 2001;
chrzstniak; rak rdzeniasty nerkij Hornic i wsp. 2009;
Mobley i wsp. 2010;
Calderaro i wsp. 2012;

SMARCA2/BRM Drobnokomorkowy rak jajnikaJelinic i wsp. 2016;
SMARCA4/BRG1 ] .
rak ptuc; Marquez-Vilendrer
i wsp. 2016;
ARID1A/BAF250a Rak jasnokomorkowy jajnika; raBitler i wsp. 2015;
ARID1B/BAF250b endometrialny jajnika; rak trzustki: ... . )
Miller i wsp. 2016;

rak pecherza
Santen i wsp. 2014,

PBMR/BAF180 Rak nerki; Ho i wsp. 2015;

SS18/SYT Synovial sarcoma,; Ren i wsp. 2013;

Badanie funkcji tego kompleksu u cziowieka jest w rmacznym stopniu
utrudnione, gdyz nie opisano jak dogd mutacji homozygotycznych u ludzi, natomiast u
myszy mutacje homozygotyczne w genach kodigych podjednostki kompleksu
SWI/SNF powoduja letalnosé na wczesnych stadiach embriogenezy lub w stadium
preimplantacyjnym. W zwiazku z tym, ze u Arabidopsis thaliana (rosliny)
zidentyfikowano zywotne rosliny niosace mutacje w genach kodujcych nasgpujace
podjednostki BRM, SYD (ATPazy) SWI3C, SWI3D oraz SWP73 stanowig one
atrakcyjny i aktualnie jedyny dostepny model badawczy pozwalajcy na badanie funkciji
tych kompleksow in vivo. W zwigzku z tym, we wspotpracy z Instytutem Biochemii i
Biofizyki PAN w Warszawie oraz Instytutami Maxa Plancka w Kolonii i Golm
wykorzystatam ten model w badaniach nad funkeg i mechanizmem dziatania
kompleksu SWI/SNF. Nastpnie, dane uzyskane podczas badania funkcji/mezimani
dziatania kompleksu SWI/SNF ustm wykorzystatam jako podstawdo bada nad ro tego

kompleksu w procesie nowotworzenia.



W pracy zatytutowanej ,The Role of SWI/SNF Chroma®emodeling Complexes in
Hormone Crosstalk” (nr 2) opublikowanej w opiniot@dym czasogmie Trends in Plant
Science podsumowana zostata dotychczasowa wiedzanad kompleksow remodedgych
chromatyr typu SWI/SNF w ranych organizmachW pracy tej wykazano, ze ludzkie
kompleksy SWI/SNF g o wiele bardziej podobne do ich rélinnych odpowiednikéw niz
jak wczesniej sadzono do ich drazdzowych prototypow. Wykazano take, ze drazdzowe
kompleksy SWI/SNF majbardzo uproszczarbudow i sktad podjednostkowy w stosunku
do komplekséw zidentyfikowanych u wszych eukariontéw. Kompleksy t@ s wysokim
stopniu zachowane w ewolucji nie tylka@i chodzi o ich sktad podjednostkowy ale rownie

zachowana jest homologia sekwencji aminokwasowaf aktad domen w poszczegdlnych
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podjednostkach wchodaych w sktad tzw. rdzenia remodegjoggo chromatyg u drazdzy,

muszki owocowej, rdin i cztowieka (Rys.1.).

Rys.1. Charakterystyczny uktad domen w biatkachutgpVI3 u dradzy, muszki owocowej,
cztowieka i Arabidopsis (A). Uktad domen w biatkachaktywnadci ATPazy lgdacymi
gtéwng podjednostk rdzenia kompleksu remodedopgo chromatyntypu SWI/SNF (B).

Rdzeéx kompleksu SWI/SNF ma zawsze saisle okrelong budowe. Sktada si on z
jednej podjednostki posiadag] aktywné¢ ATPazow- w przypadku cziowieka to BRG1



lub BRM, oraz dwoch podjednostek typu SWI3 - u eaéka to biatka BAF155 i BAF170 i
jednej podjednostki typu SNF5 (biatko INI1 u czieka). Utrag INI1 obserwuje i w
réznych typach nowotworéw np. niektérych typachesaka, a szczegdllnie w nowotworze
rabdoidalnym (MRT ang. Malignant Rhabdoid Tumor) daieci. Badania genetyczne
pozwolity na stwierdzenieze przyczyys MRT u dzieci jest bialleliczna utrata genu
SVIARCB1, kodupcego biatko INI1. Co ciekawe, w wkiszaci opisanych przypadkow
uszkodzony allelSVARCB1 byt wynikiem mutacji germinalnych, jednak w niefgtoh
przypadkach rodzic byt nosicielem mutacji w geBMARCB1. Nowotwory te mog miet
rézna lokalizacg, jednak najcgsciej powstag w nerkach. W MRT nie obserwujezsiluzych
zaburzé genetycznych, a jednocree jest to jeden z najagresywniejszych nowotwordw,
ktore jak doad zostaty opisane.
Nieprawidtiowdci w funkcjonowaniu kompleksow typu SWI/SNR sOwniez przyczymn
zespotu Coffin-Siris (CSS, Coffin -Siris SyndromdJicolaides-Baraitser (NBS, Nicolaides-
Baraitser Sydrome). U o0s6b z CSS i NBS wykryto mjeteheterozygotyczne w genach
kodujgcych niektére podjednostki kompleksu SWI/SNF ARID1A, ARID1B, SVIARCA2,
SVIARCA4, SMARCB1 Iub SMARCELl. CSS i NBS charakteryzyj sie rowniez
wystepowaniem takich zmian fenotypowych jak np. deforjmapaliczkow, paznokci,
op&nienie umystowe, zmiany dysmorficzne twarzy, zabaia owiosienia itp. Zespotom
tym czsto towarzyszy padaczka.
U rosliny modelowej Arabidopsis osobniki nigiee mutacje catkowicie inaktywage geny
kodujgce niektére podjednostki kompleksu SWI/SNF obunjgeraa wczesnym etapie
rozwoju embrionalnego. Tak jest w przypadku gen@M3A i SM3B kodupcych
podjednostki rdzeniowe typu SWI3. Natomiast osobnik ktérych wyhczone § geny
kodujgce podjednostkBRM, SYD, SWI3C, SWI3D lub SWP73B charakteryzgje silnymi
zmianami fenotypowymi, takimi jak: deformacjacii, kartowatd¢, bezptodnéc¢, deformacja
kwiatéw, defekty w na poziomie embrionalnym i zatmma morfogenez Szczegotowe
analizy wykazaly take, ze te mutanty charakteryaujsic zaburzeniami w szlakach
przekazywania sygnatu za pomditohormondéw. a suplementacja fitohormonem mutanto
brm i swi3c powodowata czgsciowe zniesienie charakterystycznych zmian fenobyyud.
Analiza rozmieszczenia podjednostek kompleksu SMHA/Sha chromatynie Arabidopsis
wykazata,ze kompleks ten reguluje poziom ekspresji gendwryktd produkty uczestnigaw
biosyntezie fitohormonow jak i w odpowiedzi na hamy.

Podobnie jest u ludzi. Przeprowadzona analizagdaogth baz danych m.in. bazy

ENCODE wykazataze u cztowieka kompleks SWI/SNF rownigvigze st do promotorow



genow kodujcych enzymy szlakow biosyntezy hormondw sterydowyaz do promotoréw
gendéw odpowiedzi na hormony m. in estrogeny, imgundrogeny. U dzieci z syndromem
Nicolaides-Baraitser (NBS) opisano obgmie poziomu hormonu wzrostu a suplementacja
tym hormonem analogicznie, jak to bytlo obserwowaneslin, poprawiata stan kliniczny
pacjenta. Obserwacje te potwierdzapchowany w ewolucji zwzek kompleksu SWI/SNF z
utrzymaniem roéwnowagi hormonalnej zaréwno #limjak i u cztowieka, czyli najbardziej
rozwinietych przedstawicieli dwéch Krolestw. Wskazuje te remodeling chromatyny
dokonywany przez kompleksy SWI/SNF jest najbardzagtymalnym i jednym z
najpierwotniejszych mechanizmow kontroli eksprgsinéw eukariotycznych.

W pracy nr 2 zebrano i opracowano na podstawistepioych danych modele
dziatania kompleksu SWI/SNF. Modele te stworzonaupg na danych uzyskanych z prac
omawiapcych kontrot ekspresji gendéw przez kompleks SWI/SNF uzd#y, muszki
owocowej, cztowieka i rdin. Jest to pierwsza taka synteza dpet w literaturze
mig¢dzynarodowej. Dodatkowo, postulujenig mechanizmy te madyy¢ wykorzystywane w
komorkach wszystkich powgj opisanych organizméw i najprawdopodobniej metdman te
mog funkcjonowa rownolegle w tej samej komoérce.

Warto w tym miejscu wspomrigze oryginalne dane transkryptomiczne uzyskane z
analiz mutantow niagych insergg T-DNA inaktywujgca geny kodujce podjednostki
kompleksu SWI/SNF u Arabidopsis posjty jako podstawa do wysugtdia wnioskow i tez
zawartych w tej pracy. Dane te zostaly zdeponowanegodlnodosipnej bazie danych
ArrayExpress.

Gtéwny przekaz pracy: kompleks SWI/SNF integruje i utrzymuje homeostaz
hormonalna na poziomie komdorkowym jak rownatego organizmu zaréwno wslimach
jak 1 u cziowieka- najbardziej rozwigtych przedstawicieli dwoch KrolestwRoslinny
kompleks SWI/SNF jest duo bardziej podobny do ludzkiego nt drozdzowy, ktorego
budowa i skiad podjednostkowy jest uproszczony i vktérych wystepuja podjednostki
charakterystyczne wyhcznie dla komorek drazdzy. W pracy tej wykazanoze model
roslinny z Arabidopsis niagge mutacje inaktywgpe kompleks SWI/SNF nie zosta
wykorzystany jako atrakcyjny i nowoczesny model lmbania pierwotnych, zachowanych
ewolucyjnie mechanizmow takich jak: remodeling chabyny, odpowiedl hormonalna,
kontrola metabolizmu czy kontrola cyklu komérkowemyaz mechanizmow epigenetycznych
a badania te magdostarczy wartagsciowych informacji na temat funkcjonowania tych

procesoéw w komaorkach ludzkich.



W pracach nr 3, 4 oraz 5 do badaad funkcy kompleksow SWI/SNF i ral
remodelingu chromatyny zyty zostat model rdinny. W pracach tych oceniono wptyw
inaktywacji rdzeniowych podjednostek kompleksu SSWF (BRM, SWI3C oraz SWP73A i
SWP73B) na rozwagj, morfogengzegulacg hormonall oraz kontrog cyklu komorkowego.

Wykazano, ze kompleks SWI/SNF bierze udziat w bémuniej regulacji ekspresiji
gendw, ktérych produkty enzymatyczne uczestniwz biosyntezie fitohormonu — giberelin,
oraz receptorow dla tego fitohormonu. Zidentyfikmwa oddziatywania podjednostki
rdzeniowej kompleksu SWI/SNF - SWI3Cedacej homologiem ludzkiej podjednostki
BAF155/BAF170, z biatkami z rodziny DELLA - ébnnymi represorami transkrypcji oraz
biatkiem SPY (SPYNDLY), ktore jest homologiem luigkO-GIcNAc transferazy - OGT.
Biatko OGT przyhcza reszty O-GIcNAc (N-acetyloglukozaminowej) dasatetreoniny i
seryny w biatkach docelowych powodajzmiare ich aktywndci. Transferaza OGT jest
nadaktywna w wielu typach nowotworéw. Dodatkowodméerna O-GIcNAcylacja prowadzi
do zahamowania autofagii, co uniethiwia degradagj wielkoczsteczkowych struktur
cytoplazmy lub organelli. W komorkach stimnych homolog OGT - biatko SPY poprzez
oddziatywanie i modyfikacje biatek DELLA wzmacniehi represorow funkcje uczestnicgc
w regulacji odpowiedzi hormonalndpadania te stanowity podstaw do przeprowadzenia
analogicznych analiz w komérkach ludzkich, ktore wkazaly, ze zal@nosé¢ pomiedzy
kompleksami SWI/SNF i transferazami O-GIcNAc zachowna jest w ewolucji i
wystepuje rowniez w komorkach ludzkich. (Sarnowska, dane w przygotowaniu do
publikacji).

Ponadto pokazano rowmieze brak funkcjonalnego kompleksu SWI/SNF liro
powoduje obnienie ekspresji gendéw kodjgjych inhibitory cyklu komérkowego i nadmiern
proliferacg komorek. Dane teasw petni zgodne z obserwacjami przeprowadzonymi dla
komoérek ludzkich, gdzie kompleks SWI/SNF réwinEeaangaowany jest w regulagjcyklu
komérkowego poprzez oddziatywanie z cyklinami —lowk E jak rownie poprzez regulagj
ekspresiji inhibitora cyklu komérkowego — biatka p21

Wykazano te, ze u Arabidopsis kompleks SWI/SNF zwany jest take procesem
morfogenezy u Arabidopsis. Biatko SWP73 jesflinmym homologiem ludzkich biatek
BAF60, nie rdzeniowych skfadnikdbw kompleksu SWI/SNE drazdzy Saccharomyces
cerevisiae wystpuje jedno biatko SWP73, w dimach — Arabidopsis wyspuja dwa biatka
SWP73A i SWP73B, ktére maja gziowo redundantne funkcje, natomiast w komarkach
ludzkich homologami dralzowego SWP73sstrzy biatka BAF60 a, b i c. U cztowieka biatka

BAF60 g zaangaowane w rozwo0j misni w czasie embriogenezy, oddziaty receptorem



estrogendw, dodatkowo regujuinetabolizm lipidow w komorkach atroby. U Arabidopsis
utrata biatka SWP73B skutkuje ostrymi zmianami tgpowymi, takimi jak: kartowatss,
zmiana morfologii, bezptodré, zmiany w strukturze komorek skorki. Natomiastkbioéatka
SWP73A nie powoduje zmian rozwojowych. Mutaeygp73a, powoduje natomiast zmiany
na poziomie molekularnym, jednak nige@e znacgce z uwagi na plastyczeoorganizmow.
Niezwykle interesujce jest to,ze raliny niosgce podwoja mutacg swp73a/swp73b
obumierag, co wskazuje na istadrfunkcje podjednostki SWP73A, ktéra ujawniag slopiero
przy braku funkcjonalnej podjednostki SWP73B. Ta&limieranie organizmu olta sk
mianem syntetycznej letalfa.

Gléwny przekaz prac: Kompleksy SWI/SNF kontrolgj tak podstawowe procesy
regulacyjne w komorce i organizmie jak sygnalizazg@ pomog hormondw, biosynteza
hormonow, metabolizm, cykl komdrkowy, rozwdj orgamu, proliferacja itp. Istnigjklasy
kompleksow SWI/SNF o iinym skiadzie podjednostkowym, ktore edpowiedzialne za
kontroke roznych procesow, jednak mog sie one do pewnego stopnia zgsiwe.
Natomiast usumgcie kilku klas kompleksow SWI/SNF prowadzi dmierci organizmu,
bedacej wynikiwem mechanizmu stntetycznej letalnosgniérci indukowanej). Ta €&
bada wykazata, ze kompleksy SWI/SNF petma podobrg, zachowara ewolucyjnie

funkcj e u cztowieka i u raslin.

W pracy nr 1 zatytutowanej ,Evaluation of the RofeDownregulation of SNF5/INI1
Core Subunit of SWI/SNF Complex in Clear Cell Re@all Carcinoma” przeprowadzono
analiz ilosci biatka INI1 —rdzeniowej podjednostki typu SNFBnkpleksu SWI/SNF w
prébkach klinicznych jasnokomoérkowego raka nerkiREC). Zaobserwowadliny, ze w
komorkach raka nerkowokomorkowego so biatka INI1 zmniejsza gi znacaco w
poréwnaniu do komoérek kanalikow proksymalnych nerSpadek ten byt niezaley od
stopnia ztéliwosci, wieku pacjenta oraz pici. Dodatkowo, zaobserana znacgcy spadek
ekspresji gentBVIARCB1 kodupcego podjednostkINI1 w komorkach raka w poréwnaniu
do tkanki zdrowej. Analiza danych wielkoskalowyabsgpnych w publicznym repozytorium
wykazata,ze INI1 a tym samym kompleks SWI/SNF kontroluje eksp wielu genow,
ktorych transkrypcja ulega zaburzeniu w jasnokoraaskm raku nerki. Analiza ontologiczna
genow (GO) bezpmednio regulowanych przez INI1 oraz gendéw wykaezy¢gh nadekspresj
w ccRCC wykazataze naleg one do klasy genow zwdanych gtownie z proliferag)
migracp, apoptoz i angiogenez. Natomiast geny regulowane przez INI1, ktérychpe&sja



byta znaczco obnzona w ccRCC nalaly gtdwnie do klasy gendéw zwaanych z
roznicowaniem komorek, rozwojem i morfogepezpitelium oraz odpowiedgina zwazki
chemiczne. Co ciekawe, svdod gendw bezpoednio regulowanych przez kompleks
SWI/SNF, zidentyfikowatam geny kodige biatka CXCR4, CXCR7 oraz CXCL12. Bialka te
s3 bezpdrednio zaangamwane w proces przerzutowania. Nasie wykazatam,ze
wymuszona nadekspresja biatka INI1 w komorkach dcCRIdia A498) powoduje znagee
obnizenie ekspres;ji tych genéw w poréwnaniu zgikontrolrg.

Gtowny przekaz pracy: W jasnokomaérkowym raku nerkibserwuje s zmniejszony
poziom ekspresji podjednostki rdzeniowej kompleAI/SNF — INI1 (SNF5) i zaburzenie
ekspresji klas genéw zwdanych m.in. z proliferagji przerzutowaniem. Mee to by jedna z

pierwotnych przyczyn powstawania tego typu rak&in@maz wys¢powania przerzutow.

Dalsze badania i wyniki

W zwigzku z tym, ze badania prowadzone naslimach wykazaty,ze kompleks
SWI/SNF jest zaangawany w kontro} metabolizmu do dalszych badsavybrane zostaty
dwa typy nowotworow, ktére charakteryzigic rozregulowaniem proceséw metabolicznych:
jasnokomorkowy rak nerki (ccRCC) oraz potrojnienupg rak piersi (TNBC).

Interdyscyplinarne badania prowadzone na dwochdalda modelowych: Arabidopsis
oraz liniach ludzkich komérek nowotworowych pokazak kompleks SWI/SNF uczestniczy
w kontroli metabolizmu komérki poprzez oddzialywweaw jadrze komorkowym z gtownymi
kinazami odpowiedzialnymi za homeostanetabolicza komorki — mTOR i AMPK, ktéra
jest miernikiem metabolizmu. Hiperaktywacja szlakilfOR wystpuje w wielu typach
nowotworéw m. in, w ccRCC oraz TNBC. Dodatkowo, yegenie SWI3C, homologa
BAF155 w Arabidopsis skutkowato przyspieszenienkalzy (m.in. w wyniku obnienia
ekspres;ji fruktozo 1,6- bisfosfatazy, FBP1) i ragri®waniem cyklu Krebsa, zaburzeniami w
biosyntezie aminokwasow — nadprodukaminokwaséw, gtdwnie seryny i glutaminy.
Przyspieszenie glikolizy oraz rozregulowanie cyKikebsa opisywano w ccRCC, natomiast
komorki TNBC g zaleene od szlaku biosyntezy seryrde novo [Kim i wsp. 2014].
Dodatkowo, w linii Arabidopsis nia@se]j mutacs swi3c obserwuje si nadaktywné¢ szlaku
kinazy TOR i zahamowanie szlaku AMPK. Niezwykleeirgsujce jest toze mutant ten jest

nadwraliwy na wysoki poziom glukozy i sacharozy waywce, co manifestuje gibardzo



skréconym i rozgakzionym korzeniem w poréwnaniu doshm kontrolnych. Natomiast na
pozywce bez dodatku sacharozy lub glukozy karego mutanta przypomina korzeosliny
dzikiej, co wykazujeZ mamy do czynienia z ¢gciowym odwroceniem fenotypu. Me to
swiadczy¢, ze kompleks SWI/SNF jest zaamgavany w utrzymanie homeostazy
metabolicznej.Biorac pod uwag silne zachowanie funkcji kompleksow SWI/SNF w
ewolucji, obserwacja ta byta bardzo powzna przestanka sugerujaca zaangaowanie
ludzkiego kompleksu SWI/SNF w kontrok procesow metabolicznych.

Analiza ekspresji podjednostek kompleksu SWI/SNH1, BAF155, BAF170 oraz
ATPaz BRG1 i BRM w jasnokomorkowym raku nerki wykkg ze w komorkach raka
wystepuje obnkenie ekspresji niektorych podjednostek (BAF155, BRilub BRM oraz
INI1) zaréwno na poziomie mRNA jak i biatka. Doklatvo, obnkenie to nie koreluje ze
stopniem zaawansowania Kklinicznego oraz stopnieosli@bsci. Wydaje s¢ wiec, ze
dysfunkcja kompleksu SWI/SNF m® by jedrg z pierwotnych przyczyn rozwoju ccRCC.
Warto tedoda, ze gen SMARCC1 kodupcy biatko BAF155 ley na krétkim ramieniu
chromosomu 3 poradlzy najczsciej zmutowanymi genami w ccRCG/HL, BAP1 oraz
PBRM. Dodatkowo, w komérkach ccRCC ekspresja geBR1 (fruktozo-1,6- bisfosfatazy)
jest wyhczona, co powoduje znagz przyspieszenie glikolizy, podobnie jak byto to
obserwowane w przypadku Arabidopsis z uszkodzongmpteksem SWI/SNF. W naszych
badaniach wykazainy, ze w komdrkach A498 ccRCC biatko BRM oraz kinaza rRTO
wigza sie do promotora gen&BP1 w tym samym obszarze promotorowym, cozedoy¢
Zwigzane z jego supresjgdyz kompleksy typu SWI/SNF magegulowa ekspresj genow
zarOwno pozytywnie jak i negatywnie. Takie hamowaekspresji gendéw przez kompleks
zawieragcy ATPaz BRM opisano w pracy w Trends in Plant Science2nr

Analiza ekspresji ATPazy BRM oraz biatka BAF155102 prébkach od pacjentek z
rozpoznanym TNBC wykazata znacp obniong ekspresj obu tych podjednostek
kompleksu w okoto 10% prébek. U okoto 20% pacjentithgerwowano natomiast znacy
wzrost ekspresji BRM 1 BAF155. Ponadto, wykazanee w linii MDA-MB-231
odpowiadajcej potrdjnie ujemnemu rakowi piersi, podjednogtkipodlegaj degradacji w
proteasomie. Zastosowanie inhibitora proteasomu B32Gfiowodowato znagey wzrost
ilosci biatka BRM i BAF155 w komorkach tego typu raka.

Powy:sze dane zostaly zaprezentowane na wielu konfex@mckrajowych jak i
mig¢dzynarodowych igaktualnie przygotowywane do publikaciji:
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Sebastian P. Sacharowski, Szymon Kubala, Bruno telueAnna Maassen, Joanna
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Ponadto, z bada przeprowadzonych na Arabidopsis wynika, ze kompleéRNI/SNF
oddziatuje biatkami z rodziny DELLA, z represoranmanskrypciji, przez co kontroluje
ekspresj wielu genow. Biatka DELLA s charakterystyczne tylko dla do i nie map
sekwencyjnych homologéw u cztowieka. U cztowiekdomiast wysipuja inne represory
transkrypcji — biatka z rodziny SNAIL, ktére nie ppahomologéw wswiecie rglinnym.
Biatka te § akumulowane w komorkach nowotworowych i indukyjroces przégia
epitelialno-mezenchymalnego (EMT). Proces ten |dgtzowy w tworzeniu przerzutow
odlegtych. W zwizku z duym podobi@éstwem w petnionych funkcjach pogaizy biatkami
DELLA i SNAIL przeprowadzilimy analiz oddziatywa biatek SNAIL (SNAIL1 oraz
SLUG) z kompleksem SWI/SNF. Wyniki potwierdzity mzashipotez, ze biatka SNAIL
oddziatup bezpdrednio z kompleksem SWI/SNF w komorkach ludzkich, stigerujeze
kompleks SWI/SNF mie by bezpdrednio zaangeowany w proces EMT w nowotworach.
Komorki nowotworowe do wzrostu i proliferacji wykaystup energé pochodzca
gtéwnie z glikolizy, pomimo dostatecznej § tlenu. Dodatkowo, oprocz glukozy do
produkcji energii w komoérkach raka wykorzystywanastj glutamina (w procesie
glutaminolizy) i kwasy tluszczowe. W tak przezonych metabolicznie komérkach dochodzi
do hiperaktywacji szlaku kinazy mTOR i zahamowaakiywnaci AMPK. Istniep dane
wskazujce, ze utrata funkcjonaliei kompleksu SWI/SNF nagiuje w pewnych
nowotworéw charakteryzggych s¢ przehczeniem metabolicznym np. jasnokomorkowym
raku nerki. Jednak rola jakpeini kompleks SWI/SNF w kontroli homeostazy nhel&cznej
nie zostata jak datd poznana Przeprowadzone przez nas badania z wykorzystaniem
modelu opartego o Arabidopsis i ludzkie linie komokowe stanowh doskonah i
unikalng podstawe do zaproponowania mechanizmu opisuacego zachowag w ewolucji
funkcje komplekséw w kontroli przelaczenia metabolicznego, ktére obserwowane jest w

niektérych typach raka.

Whioski:

Wiegkszai¢ dostpnych danych literaturowych dotygzch procesu nowotworzenia

uzyskana zostata w wyniku badaprobek otrzymanych od pacjentow Ilub bada



prowadzonych na liniach komorkowych, ktorg igolowanym uktadem dwaviadczalnym.
Linie komorkowe § najczsciej unigmiertelnione lub nowotworowe. W zgzku z tym
bardzo trudno jest baédla weryfikowac obserwowane zmiany molekularne azmlczsto
niemazliwe jest rozr@nienie zmian istotnych od nieistotnych, gtdwniewegledu na brak
odpowiedniej kontroli jak rownietrudnag¢ w uchwyceniu zmian fenotypowych. Dlatega te
znaczny odsetek zmian, ktore wygagie istotne w tym ukiladzie dwiadczalnym w
rzeczywistéci maze mie tylko marginalne znaczenie biologiczne. Potwierdaateoria
,driving i passenger mutation” w procesie nowotwama. Dodatkowo, badania
przeprowadzone z wykorzystaniemslioy modelowej Arabidopsis thaliana potwierdzag
powyzsz tez, gdyz ich wyniki wskazuy na to,ze nie kada zmiana obserwowana na
poziomie molekularnym ma bezygednie przetgenie na odpowiedbiologiczry i zmiany
fenotypowe. Biogc pod uwag plastyczné¢ organizmow i wzgldng tatwosé
dostosowywania gido zmiansrodowiskowych /adaptagjdo warunkow stresu tylko niektore

zmiany na poziomie molekularnyngda miaty znaczenie biologiczne.

Dlatego w petni uzasadnione bytayegie zywotnych i stabilnych linii Arabidopsis
pozbawionych gtéwnych podjednostek kompleksu SWKHSBko modelu badawczego w
doswiadczeniach magych na celu gbsze zrozumienie mechanizméw dziatania i proceséw
w jakie mae by zaangaowany kompleks SWI/SNF. Wyniki uzyskane z wykoraysém
tego uktadu modelowego zweryfikowane zostaly na d&deach ludzkich oraz na probkach
pochodacych od pacjentow z wybranymi typami nowotworéw retkdéeryzujcymi sk
podobnymi zaburzeniami w kontroli procesow metatawii/ch.
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5. Omowienie pozostatych oggnieé¢ naukowo-badawczych.

Oprocz badania mechanizmu dziatania i funkcji kakpbdbw SWI/SNF zajmowatam
si¢ takze funkcp biatka HAX-1. Pierwotnie biatko to zidentyfikowarmostato jako partner
biatka HS1. W komorkach ludzkich jak i szczurzyctystypuje w wielu wariantach.
Zwigzane jest to z tzw. alternatywnym splicingiem tkagpgtu powstajcego w wyniku
transkrypcji z gentHAX-1. Badania prowadzone nad biatkiem HAX-1 wykazeady,jest to
biatko wigzace mRNA m.in. polimerazy DNA beta oraz wimentynyAXt1 wiaze st do
motywu tzw. szpilki do wiloséw na regionach nie @ggych translacji tzw. 3'UTR. Biatko
HAX-1 lokalizuje sk przy btonie komérkowej i mitochondriach we frakcjitoplazmatycznej
jednake ma zdoln&¢ przemieszczania ¢ipomiedzy jagdrem a cytoplazgm W jadrze
Zwigzane jest ono z macierjadrowg, co sugerujeze maze by elementem maszynerii

zaangaowanej w obréb&edytowanie mRNA. Biatko HAX-1 jest transportowade jadra



komdrkowego na drodze transportu aktywnego przepakyre 1 (XPO1). W biatku tym
zidentyfikowano dwie sekwencje pozwalzg na eksport dagira komorkowego tzw. NES-
ang. nuclear export signal. HAX-1 jest rownjednym z biatek wchodzych w skiad tzw. P-
bodies- ciatek, w ktérych w stanie stresu komoérkaephowuje wane transkrypty.
Dodatkowo, HAX-1 determinuje ikd P-bodies w pojedynczej komoérce w zalesci od
dostpnasci MRNA. Z powyszych bada wynika, ze biatko HAX-1 mae by zwigzane z
procesem edytowania, obrdobki i stabdoionRNA w komorce.

W moich badaniach zainteresowatang sowniez zagadnieniami zwezanymi z
kontrola metabolizmu w komorce. Giéwna przestakid temu byto zidentyfikowany przeze
mnie, w ramach projektu realizowanego we wspétpadgstytutem Biochemii i Biofizyki
PAN oraz Instytutem Maxa Plancka w Golm i Koloniidziat kompleksu SWI/SNF w
kontroli metabolizmu glukozy oraz bezpedniego oddziatywania tego kompleksu z
kinazami kontrolujcymi stan energetyczny komorki AMPK i mTOR. W zwku z
przeprowadzon szczegOtow analiz zagadnié@ dotyczcych kontroli  proceséw
metabolicznych powstat artykut padbowy zatytutowany ,AMP-activated protein kinase
(AMPK) as therapeutic target”. Zaburzenia w praend/m funkcjonowaniu AMPK &
opisywane w wielu chorobach np. cukrzycy typu Brdinogenezie, w stanie zapalnym jak
rowniez w udarze mozgu czy zawale génia sercowego dlatego kinaza ta stanowi doskonaty
cel terapeutyczny. Natg rowniez doda&, ze po raz pierwszy kinaza ta zostata odkryta i
opisana w rélinach (SnRK1) poprzez Zespot wspoétpragy] z nami. Dalsze badania
wykazaty,ze AMPK jest kinagz zachowan w ewolucji i wystpuje u wszystkich Eukariota a
u ludzi okrglana jest mianem ‘stazgtnego miernika metabolizmu’.

W drugiej pracy pogdowej pt. ,Zaburzenia metabolizmu i funkcji enzyméw
metabolicznych a proces nowotworzenia” zebraneahpgtformacje dotycgce przeiczenia
metabolizmu i funkcji enzymow glikolizy w procesiewotworzenia. Inspiragj dzieki ktorej
powstata ta praca byta obserwacja Otto Warburgaraktostata dokonana na paiba XX
wieku. Otto Warburg zaobserwowak komorki nowotworowe wytwarzajATP w procesie
glikolizy produkupc mleczan podobnie jak ma to miejsce w przypadkendmek w stanie
deficytu tlenowego. Zjawisko to nazwano ‘efektem Mdaga” lub glikolizy tlenows.
Nowotwor aby uzyska materiaty budulcowe i enekgipotrzebs do wzrostu i ekspansji
korzysta z wielwzrodet energii. Niektore nowotwory zalezne od szlaku biosyntezy seryny
de novo, inne wykorzystyj glutamirg w procesie glutaminolizy i/lub tzw. hybrydowy cykl
Krebsa. Dodatkowo wiadomaie niektére enzymy w komodrkach nowotworowych maja

nieprawidtowg budowe. Jednym z najlepiej opisanych przykladéw takiegzyenu jest



zmutowana forma IDH — dehydrogenazy izocytrynianowej, ktéra przeksztatca a-ketoglutaran
do 2-hydroksyglutaranu (2-HG). Z kolei 2-HG hamuje dioksygenazy, enzymy ktére
zaangazowane sg m.in. w demetylacje histonéw i DNA. Powoduje to zmiany epigenetyczne i
zaburzenia w ekspresji genéw. Badania przeprowadzone w ostatnich latach wykazaly, ze
niektére enzymy glikolizy pelniag dodatkowe funkcje, np. FBP1 — fruktozo-1,6- bisfosfataza
ulega translokacji do jadra komérkowego, gdzie pelni funkcje inhibitora czynnika
transkrypcyjnego indukowanego hipoksja HIF 1a.
Nasze badania potwierdzaja, ze kompleks SWI/SNF jest bezposrednio zaangazowany
w kontrol¢ ekspresji genow, ktérych produkty uczestnicza w metabolizmie glukozy. Sugeruje
to, ze utrata funkcjonalnosci kompleksu SWI/SNF moze byé przyczyna zaburzen

metabolicznych w komorkach nowotworowych.
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