Rola wplywu biatka MCPIP1 na kluczowe elementy osi sygnalizacyjnej procesu
przejscia epitelialno-mezenchymalnego w jasnokomérkowym raku nerki

STRESZCZENIE

Rak jasnokomorkowy nerki (ang. clear cell renal cell carcinoma, ccRCC) jest najczesciej
wystepujacym nowotworem nerki o wysoce agresywnym fenotypie i ztym rokowaniu.
Kluczowym procesem w progresji nowotworu jest przejscie epitelialno-mezenchymalne (ang.
epithelial-mesenchymal transition, EMT), w wyniku ktorego komorki nabywaja zdolnosci do
przerzutowania. Waznym induktorem procesu EMT jest stan zapalny. Negatywnym regulato-
rem stanu zapalnego jest biatko MCPIP1 (ang. Monocyte Chemoattractant Protein-1 Induced
Protein 1), ktére regulujac odpowiedz immunologiczna moze przyczynic sie do zahamowania
progresji nowotworu. Szczegolna funkcja biatka MCPIP1 jest aktywno$é RNazowa regulujaca
poziom ekspresji mRNA i miRNA. W naszych badaniach sprawdzalismy w jaki sposéb biatko
MCPIP1 wplywa na proces EMT, aktywnos¢ migracyjna i poziom genéw supresorowych w
liniach komérkowych jasnokomérkowego raka nerki, tkankach nowotworowych pacjentéw
i modelu ksenotransplantacji in vivo. Wykazalismy, ze MCPIP1 reguluje proces EMT zapo-
biegajac nabywaniu przez komérki fenotypu mezenchymalnego. MCPIP1, dzieki aktywnosci
RNazowej, degraduje miRNA-519a-3p, miRNA-519b-3p i miRNA-520c-3p, tym samym aktyw-
nie wplywajac na poziomy inhibitoréw SFRP4, KREMEN1, ZNRF3, CXXC4 i CSNK1A1 oraz
hamowanie szlaku Wnt przez dezaktywacje p-kateniny i w konsekwencji hamowanie procesu
EMT. Ponadto, MCPIP1 reguluje poziom bialek Rho, fosforylacje kinaz FAK i Src, a w kon-
sekwencji przebudowe aktyny. Uzyskane wyniki wskazuja, ze brak aktywnosci RNazowej
MCPIP1 aktywuje geny i procesy zwiazane z aktywnoscia migracyjna komérek nowotworo-
wych. Podsumowujac, wyniki otrzymane w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej wskazaly,
ze MCPIP1 moze regulowa¢é progresje jasnokomérkowego raka nerki wplywajac na poziom
czynnikow proangiogennych i prometastatycznych oraz proces EMT.

PODEOZE MOLEKULARNE JASNOKOMORKOWEGO RAKA NERKI

Rak nerkowokomoérkowy (ang. renal cell carcinoma, RCC) odpowiada za 80-90%
pierwotnych zlosliwych nowotworéw nerki i jest 6smym pod wzgledem czestosci
wystepowania nowotworem zlodliwym u dorostych [1]. Najczestszym typem no-
wotworu nerki jest jasnokomoérkowy rak nerki (ang. clear cell renal cell carcinoma,
ccRCC), stanowiacy 80% wszystkich przypadkéw oraz okoto 3% wszystkich ludz-
kich nowotworéw [2,3]. Pomimo postepéw w diagnostyce, okoto 30% pacjentow
ma przerzuty w momencie rozpoznania howotworu, a niemal 60% w ciggu pierw-
szych 2-3 lat po diagnozie [4]. Najczestszymi miejscami przerzutéw sa pluca, ko-
§ci i mozg [5]. 5-letnie przezycie obserwuje sie nawet u 90% pacjentéw z wczesng,
zlokalizowang chorobg, ktére spada do 12% u chorych z odlegtymi przerzutami [5].

Rozw¢j jasnokomoérkowego raka nerki wynika z uwarunkowan srodowisko-
wych i hormonalnych, a istotnie zwiekszone ryzyko wystepowania nowotworu
nerki obserwuje sie u 0s6b z predyspozycjami genetycznymi, jednak jego moleku-
larne podloze jest nie do korica poznane. Genetycznie, ccRCC cechuje sie wysoka
czestotliwoscia wystepowania mutacji, delecji lub metylacji w obrebie chromoso-
mu 3p [6,7], najczesciej jednym lub dwoma nabytymi somatycznie wariantami po-
jedynczego nukleotydu lub malymi insercjami i delecjami (indelami) na megapare
zasad (okoto 3000 do 6000 mutacji na nowotwor) [6,7]. Program TRACERx Renal,
w ramach ktérego prospektywnie pobrano probki tkanki nowotworowej od po-
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Wykaz skrétéw: AXIN - nazwa biatka i genu
kodujgcego biatko aksyne; ccRCC - jasnoko-
morkowy rak nerki (ang. clear cell renal cell carci-
noma); CSNK1A1 - izoforma a kinazy kazeino-
wej 1 (ang. Casein Kinase 1 a 1); CTNNBI - gen
kodujacy biatko B-katenina (ang. cadherin-asso-
ciated protein); CXXC4 - biatko z domeng pal-
ca cynkowego typu CXXC (ang. CXXC finger
protein 4); DICER - endorybonukleaza DICER
klasy III; ECM- macierz zewnatrzkomérkowa
(ang. extracellular matrix); EMT - przejscie epi-
telialno-mezenchymalne (ang. epithelial-mesen-
chymal transition); E-kadheryna - kadheryna
nablonkowa (ang. epithelial cadherin); GSK3( -
kinaza syntazy glikogenowej 3p; (ang. glycogen
synthase kinase 3 f); HIF - czynnik indukowany
przez hipoksje (ang. hypoxia-inducible factor);
KREMENT - gen kodujacy biatko KREMEN1
(ang. kringle cotaining transmembrane protein 1);
MCPIP1 - biatko indukowane przez czynnik
MCP-1 (ang. monocyte chemoattractant protein-1
induced protein 1); MMP - metaloproteinaza
macierzy zewnatrzkomérkowej (ang. matrix
metalloproteinase); N-kadheryna - kadheryna
neuronalna (ang. neural cadherin); pre-miRNA
- prekursorowe mikroRNA (ang. precursor mi-
croRNA); pri-miRNA - pierwotne mikroRNA
(ang. primary microRNA); RISC - kompleks
wyciszajacy indukowany RNA (ang. RNA-in-
duced silencing complex); SFRP - biatko zalezne
od Frizzled (ang.secreted frizzled related protein);
TCEF - czynnik transkrypcyjny komoérek T (ang.
T-cell factor); UTR - region mRNA nieulegajacy
translacji (ang. untranslated region); ZNRE3 -
transbtonowa ligaza ubikwityny E3 (ang. zinc and
ring finger 3); VHL - biatko von Hippel-Lindau
(ang. von Hippel Lindau tumor suppressor);



nad 100 pacjentéw z jasnokomoérkowym rakiem nerki, w tym
wiele prébek z kazdego guza, wykazal, ze utrata krotkiego
ramienia chromosomu 3 jest najwczedniejszym zdarzeniem
w ontogenezie raka nerki, prawdopodobnie wystepujacym
w okresie dojrzewania [8,9]. Do najczesciej zmutowanych ge-
néw w ccRCC naleza: VHL, PBRM1, SETD2, BAP1, MTOR,
TCEB1, PIK3CA, KDM5C, TP53 oraz PTEN.

Predyspozycja do wystepowania dziedzicznej postaci ja-
snokomorkowego raka nerki jest zesp6t von Hippel-Lindau
[10]. Osoby dotkniete choroba moga mie¢ de novo mutacje
genu VHL (ang. von Hippel Lindau tumor suppressor, VHL) li-
nii zarodkowej lub odziedziczy¢ niefunkcjonalny allel VHL
od jednego z rodzicéw [10]. PézZniejsza wtérna inaktywacja
drugiego allelu jest zwigzana z rozwojem guzéw zaréwno
nerek, gtéwnie jasnokomoérkowego raka nerki, jak i guzéw
pozanerkowych (guzy worka endolimfatycznego, guzy
neuroendokrynne trzustki, guzy chromochtonne nadnerczy
i naczyniaki zarodkowe siatkéwki/osrodkowego ukladu
nerwowego) [11]. Ryzyko wystapienia nowotworu w ze-
spole von Hippel-Lindau wynosi powyzej 70% u oséb do
60 roku zycia [11].

PROCES PRZEJSCIA EPITELIALNO-
MEZENCHYMALNEGO

CHARAKTERYSTYKA I REGULACJA PROCESU
PRZEJSCIA EPITELIALNO-MEZENCHYMALNEGO

W procesie przerzutowania istotne jest uzyskanie przez
komoérki nowotworowe wiasciwosci, ktére umozliwiaja

opuszczenie pierwotnego ogniska i migracje w celu zasie-
dlenia nowej niszy. W poczatkowym etapie tworzenia prze-
rzutow kluczowe jest nabycie przez komorki cech mezen-
chymalnych w wyniku przejscia epitelialno-mezenchymal-
nego (ang. Epithelial-Mesenchymal Transition, EMT). Proces
ten polega na zmianie fenotypu komoérki z epitelialnego,
cechujacego sie biegunowoscig wierzchotkowo-podstaw-
na i Scistymi potaczeniami komoérka-komorka, charaktery-
stycznego dla komorek nablonkowych, na mezenchymal-
ny, dzieki ktéremu komorki zyskuja polaryzacje, nabywaja
mozliwoé¢ trawienia bialek macierzy zewnatrzkomoérkowej
i przemieszczania sie na dalekie odleglosci [12,13]. Przejscie
epitelialno-mezenchymalne zaobserwowano w procesach
fizjologicznych i patologicznych [14]. W warunkach fizjo-
logicznych proces EMT zachodzi w czasie implantacji, for-
mowania sie zarodka, w gastrulacji i organogenezie [14]. W
warunkach patologicznych EMT wystepuje podczas wiok-
nienia tkanek [15,16], gojenia si¢ ran [17] oraz w nowotwo-
rach [18]. Proces EMT zachodzacy w komoérkach nowotwo-
rowych zwigksza ich wlasciwosci inwazyjne, wplywa na
obecnos¢ krazacych komoérek nowotworowych oraz nowo-
tworowych komoérek macierzystych, a takze odpowiada za
nabywanie opornosci na leki przeciwnowotworowe [19,20].

Proces EMT odbywa sie w kilku nastepujacych po sobie
etapach. Do pierwszych etapéw tego procesu nalezy utrata
polaczen pomiedzy komoérkami, zmiana polaryzacji komor-
ki oraz zmniejszenie interakcji z macierza zewnatrzkomor-
kowa (Ryc. 1) [12,19,21]. Ten etap charakteryzuje sie utratg
ekspresji genu CDH1 kodujacego E-kadheryne [22]. Nastep-
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Rycina 1. Schemat przedstawiajacy proces przejscia epitelialno-mezenchymalnego [12,19,21,23].
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nie dochodzi do rearanzacji cytoszkieletu oraz zmiany pro-
filu ekspresji genéw i poziomu biatek, charakterystycznych
dla komérek nabtonkowych i mezenchymalnych, zwanych
czesto markerami EMT [21,23]. Markery epitelialne, takie
jak E-kadheryna, cytokeratyny, okludyny, desmoplakiny,
czy mucyna-1 sa zastepowane markerami mezenchymal-
nymi, takimi jak wimentyna, N-kadheryna i fibronektyna
[21,23]. W kolejnym etapie, dzieki formowaniu sie lamel-
lipodiéw, filopodiéw i inwadopodiéw komorki nabywaja
zdolnos¢ do ruchu, a wzrost ekspresji metaloproteinaz, kto-
re umozliwiajg trawienie skladnikow macierzy zewnatrz-
komérkowej, aktywuje zdolnosci inwazyjne. W przypadku
komoérek nowotworowych nabycie zdolnosci do aktywno-
§ci migracyjnej pozwala komoérkom na przejscie przez blone
podstawna i przedostanie sie do krwiobiegu poprzez Sciany
naczyn krwionosnych [21,24]. W kolejnych etapach kraza-
ce komoérki nowotworowe opuszczaja krwioobieg, tworzac
mikroprzerzuty i kontynuuja wzrost w miejscach przerzu-
tow[18] (Ryc. 1).

Procesem odwrotnym do EMT jest przejscie mezenchy-
malno-epitelialne (ang. Mesenchymal-Epithelial Transition,
MET), ktére umozliwia komérkom powrdt do ich pier-
wotnego stanu. Proces ten zaobserwowano m.in. w trak-
cie rozwoju nerek [25], ale takze w tworzeniu przerzutéw
nowotworowych [26]. Procesy EMT i MET moga zachodzi¢
w komoérkach wielokrotnie, po powrocie do pierwotnego
fenotypu nablonkowego komorka jest w stanie zainicjowaé
nowy proces réznicowania si¢ w komoérke mezenchymalna
[19,27].

Regulacja procesu EMT zalezy od zaangazowania wielu
szlakoéw sygnalizacyjnych indukujacych ten proces. Wéréd
czynnikéw aktywujacych proces EMT wyrézniamy: TGF-f3
(ang. transforming growth factor P) [28], EGF (ang. epidermal
growth factor) [29], czynnik wzrostu hepatocytéw (ang. he-
patocyte growth factor, HGF) [30], czynnik wzrostu fibro-
blastéw (ang. fibroblast growth factor, FGF) [31], czynnik
indukowany hipoksja 1 a (HIF1-a) [32], ptytkopochodny
czynnik wzrostu (ang. platelet-derived growth factor, PDGF)
[33], receptor insulinowego czynnika wzrostu (ang. insulin-
-like growth factor, IGFR) [34], interleukina-6 (IL-6) [35,36],
czynnik wzrostu srédblonka naczyniowego [37,38] i czyn-
nik transkrypcyjny KLF8 (ang. Krueppel-like factor 8) [39].
Dzialanie tych czynnikéw prowadzi do aktywacji szlakéw
sygnalizacyjnych m.in: szlaku PI3K-Akt [12,40], ERK, p38
i JNK (ang. c-Jun N-terminal kinase) [41], szlaku sygnaliza-
cyjnego kinaz aktywowanych mitogenami (ang. mitogen-ac-
tivated protein kinases, MAPK) RAS-RAF-MEK-ERK [42],
szlaku Notch [43] oraz szlaku NFxB [44,45]. Do nabywania
przez komorki wilasciwosci mezenchymalnych prowadzi
réwniez aktywacja szlakoéw sygnalizacyjnych, takich jak
JAK2/STAT3 przez ektopowa ekspresje IL-6 [36] i szlak
STAT1 przez stymulacje IL-27 [46]. Co wiecej, niedotlenie-
nie moze promowac EMT przez aktywacje HIF1a [47], ktory
aktywuje ekspresje czynnika TWIST [32]. Istotnym biatkiem
pelnigcym role w procesie EMT jest takze receptor c-MET,
ktérego aktywacja w procesach fizjologicznych umozliwia
regeneracje tkanek i gojenie ran [48,49]. W rozwoju i pro-
gresji nowotworéw zaobserwowano udzial osi HGF-MET,
ktéra aktywuje szlaki MAPK, Wnt/p-katenina, FAK oraz
PI3K-Akt-mTOR [48,49], posrednio wplywajac na procesy
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charakterystyczne dla EMT [50,51]. Jednym z waznych in-
duktoréw EMT podczas progresji nowotworu jest réwniez
stan zapalny [52,53], a niektére badania wskazuja nawet na
proces EMT jako punkt Iaczacy stan zapalny i rozwoj pro-
cesu nowotworowego [52]. Czynnik transkrypcyjny NF-xB,
glowny regulator odpowiedzi zapalnej, moze bezposrednio
wplywac na ekspresje potencjalnych aktywatoréw EMT, ta-
kich jak Snail lub Zeb [53]. Wykazano réwniez, ze cytokiny
prozapalne, takie jak IL-1 lub IL-6, moga promowac¢ EMT
[54,55].

CZYNNIKI TRANSKRYPCYJNE W PROCESIE
PRZEJSCIA EPITELIALNO-MEZENCHYMALNEGO

W aktywacje procesu EMT zaangazowane sa czynniki
transkrypcyjne (ang. transcription factor, TF), ktére zgodnie
z Kklasyfikacja ludzkich czynnikéw transkrypcyjnych[56]
dziela sie na dwie gléwne klasy, w zaleznosci od wystepu-
jacego w nich motywu biatkowego: czynniki zawierajace
strukture palca cynkowego (ang. zinc finger, ZF) lub motyw
Helisa-Petla-Helisa (ang. Helix-Loop-Helix, HLH) [57].

ZEB1/2 (ang. Zinc finger E-box binding homeobox 1/2) to
czynniki transkrypcyjne o strukturze palcéw cynkowych
nalezace do rodziny palcéw cynkowych typu delta-EF1/
ZFH-1 C2H2, ktéra obejmuje ZEB1/Tct8 i ZEB2/Sip1 [58].
W komorkach czynniki transkrypcyjne ZEB1/2 wiaza sie
bezposrednio z sekwencja konsensusowa (5-CANNTG-3)
w miejscach wigzania DNA E-box dzialajac jako represor
transkrypcji na promotorze genu CDH1 kodujacego E-ka-
dheryne [59]. ZEB1 oddzialuje takze z kompleksami SMAD,
w tym SMAD1, SMAD2 i SMAD3 [60]. Wiazac aktywowa-
ny SMAD, ZEB1 upraszcza skltadanie kompleksu p300, po
czym nastepuje dysocjacja ZEB1 od kompleksu SMAD i
p300 przeksztatca ZEB1 z represora transkrypcji w koakty-
wator [60]. ZEB1 aktywuje w ten sposéb transdukcje sygna-
tu TGF-B, ktory jest gtéwnym induktorem EMT [28].

Czynnikami transkrypcyjnymi zawierajacymi palec
cynkowy i aktywowanymi podczas procesu EMT jest tak-
ze rodzina biatek SNAIL (Snail, Snai2/Slug, Snai3/Smuc)
[61,62]. U wszystkich czlonkéw rodziny biatkowej SNAIL
obecna jest domena SNAG (SNAI1/GFI: aa 1-9) na N-kon-
cowym fragmencie bialka [61]. Domena SNAG zawiera se-
kwencje konsensusowqg PRSFLV, ktéra umozliwia petnienie
funkgji represora transkrypcji [61]. SNAIL1 i SNAIL2 akty-
wuja sie podczas EMT [63]. Czynniki z rodziny SNAIL wig-
za sie z sekwencjami konsensusowymi E-box w promotorze
CDH1 za pomoca lokalnych modyfikacji struktury chroma-
tyny po rekrutacji SIN3A, deacetylaz histonowych HDAC1
i HDAC?2 oraz sktadnikéw kompleksu Polycomb 2 [63-65].
SNAIL1 zmniejsza ekspresje genéw ektodermalnych w me-
zodermie i hamuje ekspresje genéw adhezyjnych [62,63].
Gléwnym regulatorem SNAIL1 jest Wnt3a, ktéry hamujac
fosforylacje SNAIL zwigksza jego poziom [66]. Zaobserwo-
wano, ze wiekszos¢ szlakéw sygnalizacyjnych, ktére moga
inicjowa¢ EMT, zbiega sie przy indukcji represoréw E-ka-
dheryny, a w szczeg6lnosci genéw SNAILI i SNAIL2[67].
Przykladowo, szlak Ras-MAPK aktywowany przez stymu-
lacje r6znych receptorowych kinaz tyrozynowych moze in-
dukowac SNAILT i SNAIL2 [67].
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Rycina 2. Przekaz sygnatu w szlaku Wnt/-katenina. Po lewej przedstawiono zaktywowany szlak, po prawej zahamowanie sygnalizacji szlaku Wnt/ B-katenina. Zmo-

dyfikowano na podstawie: [80,81].

Druga grupa czynnikéw transkrypcyjnych zaangazo-
wanych w proces EMT posiada w budowie motyw bHLH,
ktéry charakteryzuje sie dwiema a-helisami potaczonymi
petla. Czynniki transkrypcyjne nalezace do tej grupy zawie-
raja helise z zasadowymi aminokwasami wiazacymi sie z
sekwencja konsensusowa E-box na promotorze [68]. Glow-
nym przedstawicielem tej grupy czynnikéw jest TWISTI.
Ekspresja genu TWIST zmniejsza poziom genéw nablonko-
wych poprzez zmniejszenie bialka gruczolakowatego poli-
pa okreznicy (ang. Adenomatous Polyposis Coli, APC) i zwiek-
szenie poziomu biatek charakterystycznych dla fenotypu
mezenchymalnego, takich jak fibronektyna, N-kadheryna i
kolagen IV [69]. Ekspresja genu TWIST zmniejsza takze po-
ziom E-kadheryny i klaudyny-7 [70].

SZLAK WNT/B-KATENINA W PROCESIE
ROZWOJU NOWOTWORU

Jednym ze szlakéw waznych dla aktywacji procesu EMT
jest szlak Wnt. Nazwa szlaku wywodzi sie od pierwszych
opisanych biatek: Wg (ang. Wingless, gen u muszek owoco-
wych) oraz Int (ang. MMTYV integration site, gen u kregow-
cow), ktore jak wykazaly p6zniejsze badania sa3 homologa-
mi [71,72]. Sygnalizacja szlaku Wnt odpowiada za organi-
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zacje tkanek podczas embriogenezy i utrzymuje strukture
tkanek podczas zycia czlowieka, a takze odpowiada za
réznicowanie, apoptoze, migracje, przezywalnos¢ i proli-
feracje komorek [73,74]. Nieprawidlowe funkcjonowanie
szlaku Wnt zaobserwowano w réznych typach nowotwo-
réw [75,76], chorobach neurodegeneracyjnych [73] oraz me-
tabolicznych [77]. Na sygnalizacje Wnt sklada sie Sciezka
klasyczna (kanoniczna - zalezna od f-kateniny) i kilka Scie-
zek nieklasycznych [78]. Kanoniczny szlak Wnt jest zwykle
wysoce konserwatywny i aktywowany przez wiagzanie ze-
wnatrzkomérkowych ligandéw Wnt do receptoréw btono-
wych (Ryc. 2). Elementy szlaku Wnt/p-katenina obejmuja
19 ligandow oraz ponad 15 receptoréw i koreceptoréw [79].

Aktywacja szlaku Wnt uruchamia kaskade przekazu sy-
gnatu prowadzac do aktywnosci czynnikéw transkrypcyj-
nych zaangazowanych w szlak sygnalizacyjny Wnt (Ryc. 2.)
[80]. W przypadku aktywagcji szlaku ligandy Wnt oddzia-
tuja z kompleksem receptorowym skladajacym sie z biatka
Frizzled (ang. Frizzled Class Receptor, FZD) i biatka zwigza-
nego z receptorem lipoproteinowym 5 (ang. LDL Receptor
Related Protein 5, LRP5) lub LRP6 na powierzchni komoérki
[79-81]. Aktywacja ta prowadzi do rekrutacji biatka DVL
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Rycina 3. Budowa p-kateniny z gléownymi miejscami fosforylacji. Przygotowano na podstawie: [82-84].

(ang. dishevelled segment polarity protein) i kompleksu aksy-
na-GSK3B-APC-CK1 do receptora [80,81].

Centralnym bialkiem kanonicznej Sciezki szlaku Wnt
jest biatko pB-katenina, kodowana przez gen CTNNBI [80].
B-katenina wystepuje w blonie komérkowej tworzac kom-
pleks z cytoplazmatyczna domeng E-kadheryny. Zadaniem
tego kompleksu jest ochrona p-kateniny przed jej fosforyla-
¢ja i degradacja przez kompleks ligazy ubikwitynowej E3
[80]. B-katenina ma budowe domenowa, z czego centralna
domena sklada sie z 12 powtérzeri Armadillo (reszty 141-
664), ktére zawiera okolo 42 reszt, tworzacych trzy helisy
utozone w tréjkatny ksztatt 12 sasiadujacych powtérzen
tworzy superhelise, ktéra ma diugi, dodatnio natadowa-
ny rowek, w ktérym trzecia spirala kazdego powtérzenia
tworzy dno tego rowka [82]. Domeny konicowe to N-koniec,
ktory zawiera miejsce wigzania dla a-kateniny oraz miejsca
fosforylacji przez kinaze 3§ syntazy glikogenu (ang. glyco-
gen synthase kinase 3 beta, GSK3p) i kinaze kazeinowa 1 (ang.
Casein Kinase 1, CK1), ktore sa rozpoznawane przez -ligaze
ubikwityny TrCP oraz domene C-koricowa zawierajaca
miejsca jej fosforylacji (Ryc. 3) [83,84].

W obecnosci sygnalu Wnt, hamowana jest fosforylacja
B-kateniny na N-kornicu, co prowadzi do jej akumulacji w
cytoplazmie [85]. Wolna p-katenina przemieszcza sie do
jadra, gdzie tworzy kompleks z czynnikiem komérek T /
czynnikiem wigzacym wzmacniacz limfoidalny (ang. T-cell
factor/ Lymphoid Enhancer Binding Factor, TCF/LEF) i akty-
wuje docelowe geny szlaku Wnt/ f-katenina (Ryc. 2.) [80,81]
B-katenina jest réowniez fosforylowana na C-koricu w kilku
lokalizacjach, ktére zwiekszaja jej stabilnos¢ i pozwalaja na
jej kierowanie do jadra komoérkowego [86-88]. Fosforylacja
przez kinaze biatkowa A (PKA) na serynie 675 (5675) zwiek-
sza stabilnos¢ B-kateniny [86], fosforylacja seryny 552 (S552)
przez kinaze biatkowa B (Akt) jest odpowiedzialna za aku-
mulacje B-kateniny zaréwno w cytoplazmie, jak i w jadrze
[87]. Z kolei, fosforylacja seryny 191 (5191) i 605 (S605) przez
kinaze c-Jun ma kluczowe znaczenie dla lokalizacji jadrowej
B-kateniny[88]. Aktywna f-katenina migruje do jadra i wia-
ze sie z biatkiem wigzacym DNA z rodziny TCF/LEF zmie-
niajac konformacje tego bialka, co prowadzi do odlaczenia
biatka Groucho oraz deacetylazy histonéw[89]. Nastepnym
etapem jest inicjacja przylaczenia acetylazy histon6w CBP/
p300 (ang. CREB binding protein), ktéra wzmaga aktywnosé
transkrypcyjna w danym obszarze chromatyny [89,90].
Utworzony w jadrze kompleks p-katenina/TCF, moze by¢
regulowany m.in. przez bialka Legless oraz Pygopus wspie-
rajace wiazanie kompleksu do chromatyny[91]. Istnieja tak-
ze mechanizmy hamujace dziatanie kompleksu [-katenina/
TCF, ktére prowadza do jego rozpadu, angazujace biatka
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takie jak Chibby [92], ICAT (ang. inhibitor of p-catenin and
TCF4) [93] oraz kinaza NLK (ang. Nemo-like kinase) [94], cow
konsekwencji zaburza regulacje genéw docelowych szlaku
Wnt[95].

Inaktywacja B-kateniny zachodzi przez tzw. kompleks
degradacyjny obejmujacy GSK3p, APC, CK1 i aksyne
(Ryc. 2) [84]. W przypadku braku sygnatu aktywujacego
szlak Wnt, -katenina jest rekrutowana do kompleksu de-
gradujacego, w ktérym kinaza CK1 fosforyluje -katenine
na serynie 45 (545), przygotowujac pB-katenine do pdzniej-
szej fosforylacji przez kinaze GSK3p na serynie 33, 37 (S33,
S37) oraz treoninie 41 (T41) [96]. Zdarzenia fosforylacji na-
znaczajq p-katenine do poéZniejszej ubikwitynacji przez liga-
ze ubikwityny E3 zawierajaca powtérzenia p-transducyny
(B-TrCP), a nastepnie degradacji w proteasomie oraz za-
pobiegaja translokacji -kateniny do jadra komérkowego
(Ryc. 2)[84,85].

Wsréd innych modyfikacji potranslacyjnych p-kateniny
warto wymieni¢ ubikwitynacje i acetylacje [97-103]. Ubi-
kwitynacja na lizynie 19 (K19) 149 (K49) kieruje bialko do de-
gradacji [97], natomiast na lizynie 11 (K11) i 63 (K63) powo-
duje wzrost poziomu p-kateniny [98]. Stabilnos¢ f-kateniny
zwigksza ubikwitynacja na lizynie 11 (K11) i 29 (K29) oraz
na lizynie 394 (K394) [99,100]. Acetylacja na lizynie 19 (K19)
i 49 (K49) takze zwieksza stabilnos¢ p-kateniny [103]. Co
wiecej, acetylacja na lizynie 49 (K49) moze skutkowac zaha-
mowaniem zdolnosci -kateniny do aktywacji genu c-Myc
[101], a na lizynie 345 (K345) skutkuje wzmocnieniem inte-
rakcji B-kateniny z TCF4 [102]. Aktywna p-katenina moze
bezposrednio wigza¢ sie z czynnikami transkrypcyjnymi
zwiazanymi z promotorami kluczowych induktoréw pro-
cesu przejScia epitelialno-mezenchymalnego, takimi jak
SNAIL2, ZEB1 oraz TWIST i zwiekszac¢ ekspresje tych in-
duktoréw [104]. Ewentualne modyfikacje p-kateniny moga
skutkowaé odmiennym zachowaniem komoérek nowotwo-

rowych [104].

NEGATYWNA REGULACJA SZLAKU WNT/B-KATENINA

Elementy szlaku Wnt/{-katenina obejmuja 19 ligan-
déw oraz ponad 15 receptoréw i koreceptoréw [79]. Szlak
Wnt moze by¢ regulowany aktywnoscig receptoréw Friz-
zled, dzialaniem ligandéw Wnt i inhibitorami szlaku Wnt
(Ryc. 4) [79-81]. Wérod biatek hamujacych dziatanie szlaku
Wnt mozna wyszczego6lni¢ inhibitory zewnatrzkomérkowe,
takie jak SFRP4, KREMENT1 i ZNRF3 oraz wewnatrzkomor-
kowe: CXXC4 oraz kinaza CK1 kodowana przez gen CSN-
KIA1 (Ryc. 4).
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Rycina 4. Negatywne regulatory szlaku Wnt. Przygotowano na podstawie: [79-81,84,105-108].

Na poczatkowym etapie negatywna regulacja szlaku Wnt
obejmuje wigzanie ligandéw Wnt podczas ich transportu do
komorek docelowych. Przed potaczeniem ligandéw z blo-
nowym receptorem endogenne inhibitory z rodziny biatek
SERP (ang. secreted frizzled related protein, wéréd nich SFRP4
[105], posiadajace w swojej N-koricowej domenie fragment
bogaty w cysteinge z wysokim powinowactwem do biatek
Wnt) wigza sie do ligandéw Wnt uniemozliwiajac im przy-
taczenie sie do receptoréw. Skutkuje to zahamowaniem ze-
wnatrzkomoérkowej aktywacji szlaku Wnt (Ryec. 4.) [105].

Wsréd zewnatrzkomérkowych antagonistéw szlaku Wnt
wyréznia sie takze biatka z rodziny Dickkopf (ang. Dickkopf-
-related proteins, DKK1-4), ktére jako sktadnik kompleksu
blonowego moduluja sygnalizacje szlaku Wnt [80,81,106].
Biatko DKK1 wspdlnie z receptorami transblonowymi KRE-
MEN1/2 tworza kompleks z ko-receptorami LRP5/6 [107]
i ulegaja internalizacji, co uniemozliwia im tworzenie kom-
pleksu Wnt-Frizzeled-LRP5/6 i dalszy przekaz sygnalu
przez blone komérkowa (Ryc. 4) [106,107].

Przekaz sygnatu w szlaku Wnt podlega réwniez regula-

qji przez proces ubikwitynacji receptoréw Frizzled [80,108].
Modyfikacja receptoréw Frizzled jest zalezna od ligaz
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ubikwitynowych E3, wéréd ktérych wyrdznia sie biatko
ZNRF3 [108]. ZNRF3 posredniczy w ubikwitynacji recep-
torow Frizzled, inicjujgc ich internalizacje i proces endocy-
tozy, zmniejszajac tym samym blonowgq pule receptoréow i
aktywacje sciezki Wnt (Ryc. 4) [108].

Szlak Wnt podlega regulacji réwniez wewnatrzkomor-
kowej, m.in. przy udziale biatka CXXC4, ktéry oddzialuje
z DVL (Ryc. 4) [80,81,109]. Zablokowane biatko DVL nie
hamuje sygnatu do tworzenia kompleksu degradacyjne-
go P-kateniny [80,81,109]. W kolejnym etapie kinaza CK1
wplywa na aktywnos¢ szlaku Wnt i inicjacje procesu degra-
dujacego P-katenine [84,96]. Kinaza CK1 kodowana przez
gen CSNK1A1, wchodzi w sktad kompleksu degradacyjne-
go PB-kateniny i fosforyluje -katenine na serynie 45 (545),
hamujac dalszy przekaz sygnatu w szlaku Wnt/ (-katenina
(Ryc. 4) [80,84].

Regulacja szlaku Wnt zewnatrz- i wewnatrzkomoérko-
wo jest wazna dla utrzymania homeostazy w komérkach
[79-81]. Konsekwencja aktywacji szlaku Wnt jest zabloko-
wanie aktywnosci kompleksu naznaczajacego (-katenine
do degradacji proteosomalnej [84]. Jednak niedobér inhibi-
torow szlaku Wnt i nadmierna jego aktywacja prowadzi do
zwigkszenia w cytoplazmie puli wolnej B-kateniny [81,84].
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Natomiast nadmierne dzialanie inhibitoréw moze dopro-
wadzi¢ do zahamowania sygnalizacji szlaku Wnt poprzez
relokalizacje pB-kateniny do btony komoérkowej [84,96,110].
Znaczenie aktywnosci inhibitoréw szlaku Wnt jest istotne w
kontekscie kontroli cytoplazmatycznej, blonowej i jadrowej
puli B-kateniny oraz regulacji transkrypcji genéw docelo-
wych szlaku Wnt/ B-katenina [80,84].

CHARAKTERYSTYKA I BUDOWA BIAYKA MCPIP1

Jednym z waznych regulatoréow procesu zapalnego jest
biatko MCPIP1 nazywane réwniez Regnaza-1 [111,112].
Biatko to nalezy do rodziny bialek MCPIP (1-4) obejmu-
jacej produkty genéw ZC3HI2A, ZC3H12B, ZC3HI12C i
ZC3H12D [113,114]. Cecha charakterystyczna grupy biatek
MCPIP jest obecnosc¢ pojedynczej domeny palca cynkowego
typu CCCH, ktéra stuzy wigzaniu bialek do RNA w celu
regulacji poziomu transkryptéw [115]. MCPIP1 jest zbu-
dowany z 599 aminokwaséw i charakteryzuje sie¢ budowa
domenowa. W jego strukturze wyréznia sie domene NTD
oddzialujaca z domena katalityczna o aktywnosci RNazy
PIN (ang. PilT N-terminal (PIN)-like RNase domain) i zawie-
rajaca domene wigzaca ubikwityne (ang. Ubiquitin associa-
tion domain, UBA), region bogaty w proline (ang. Proline rich
region, PRR), motyw palca cynkowego typu CCCH, region
natywnie nieuporzadkowany (ang. natively disordered region,
NDR) i region bogaty w proline oraz konserwatywny re-
gion C-koricowy (ang. conservative C-terminal region, CCR)
[116-121] (Ryc. 5).

Najlepiej poznana funkcja biatka MCPIP1 jest degrada-
gja transkryptéw wielu prozapalnych cytokin i negatywna
regulacja stanu zapalnego [111,117, 118, 120, 121,122] dzieki
aktywnosci RNazowej domeny PIN.

MCPIP1 jako endorybonukleaza moze rozpoznawaé
kilka rodzajéow petli w regionie niepodlegajacym transla-
¢ji 3UTR (ang. untranslated region) degradujac specyficzne
substraty RNA o réznej zawartoéci nukleotydéw i struk-
turze [117]. Jednym z mechanizméw dziatania MCPIP1
jest degradowanie transkryptéw w spos6b niezalezny od
elementéw bogatych w AU (ang. AU-rich elements, ARE),
a takze poprzez rozpoznanie sekwencji w 3'UTR czaste-
czek mRNA, ktore nie znajduja sie w regionach bogatych w
adenine i uracyl [123]. Wykazano takze, ze MCPIP1 rozpo-
znaje sekwencje tworzace struktury , spinki do wloséw” w

rejonie 3'UTR oraz jednoniciowe RNA (ang. single stranded
RNA, ssRNA) [117,124].

Dotychczas wykazano, ze biatko MCPIP1 degraduje
mRNA takich cytokin jak IL-2 [123], IL-1p [122], IL-8 [125],
IL-6 [116,124,126] i IL-12b [116]. MCPIP1 degraduje takze
transkrypty receptoréw IL-17RA i IL-17RC, wplywajac tym
samym na przekaz sygnatu od IL-17, co ma miejsce m.in. w
schorzeniach takich jak infekcja grzybiczna Candida albicans
oraz w chorobach autoimmunologicznych, m.in. w tuszczy-
cy [127,128]. MCPIP1 reguluje réwniez produkcje TNFa w
wielu typach komérek, m.in. w mysich makrofagach w linii
komoérkowej RAW264.7 [114], w myszach z delecja Mcpipl
[129], w mysich embrionalnych fibroblastach (MEF) [126],
w otrzewnowych mysich makrofagach linii mieloidalnej z
delecja Mcpipl [130] oraz w linii komoérek ludzkiego wa-
trobiaka HepG2 [121]. Wykazano takze, ze MCPIP1 moze
dziata¢ jako deubikwitynaza, regulujac sygnalizacje szlaku
JNK i NF-xB poprzez celowanie w biatka z rodziny TRAF
(ang. TNF receptor associated factor), w tym TRAF2, TRAF3
oraz TRAF6 [131]. Obecnie wiadomo, ze MCPIP1 tworzy
kompleks biatkowy TANK-MCPIP1-USP10, co potwierdza
jego udzial w procesie deubikwitynacji [132]. Aktywnosc¢
deubikwitynazy, jak i RNazy MCPIP1 odgrywaja kluczowa
role w polaryzacji makrofagéw M2 [130,133,134], co skut-
kuje zmniejszong produkcja cytokin prozapalnych i zwiek-
szonym uwalnianiem mediatoréw przeciwzapalnych i na-
prawczych [130] regulujac przy tym poziom miRNA-155,
miRNA-223 i miRNA-146 [129].

Zaburzenia w funkcjonowaniu biatka MCPIP1 moga pro-
wadzi¢ m.in. do ostrych stanéw autoimmunologicznych.
Potwierdzaja to badania nad myszami, u ktérych wyciszo-
no gen Zc3h12a [116]. U wszystkich osobnikéw zaobserwo-
wano opdzniony wzrost, anemie oraz $mier¢ w przeciggu
12 tygodni [116]. Dowodzi to kluczowej roli biatka MCPIP1
w prawidlowym funkcjonowaniu organizmu.

ROLA MCPIP1 W PROCESIE NOWOTWORZENIA

Dotychczas bialko MCPIP1 uwazane bylo jedynie za
regulator stanu zapalnego, jednak coraz wiecej dowodéw
wskazuje na to, ze biatko MCPIP1 odgrywa takze role w
procesie nowotworzenia. MCPIP1 reguluje zywotnos¢ i
proliferacje komorek neuroblastoma HeLa, HepG2, ccRCC
i raka piersi [135-138]. MCPIP1 degraduje réwniez mRNA
transkryptéw genéw antyapoptotycznych m.in. BCL2LI,

—NTD/UBA PRR — PIN ZF

43-86 100-126 133-270 305-325

5435 5439

326-457 458-536 545-598

Rycina 5. Budowa domenowa bialka MCPIP1. Podano miejsca fosforylacji oraz numeracje aminokwasow z podzialem na poszczegélne domeny. Przygotowano na pod-

stawie: [111,112,116-121].
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BCL2A1, RELB, BIRC3 i BCL3 w komorkach raka piersi, co
prowadzi do apoptozy i regresji guza [138].

Zaangazowanie MCPIP1 w procesy zwigzane z apoptoza
zostalo potwierdzone takze w liniach jasnokomérkowego
raka nerki Caki-1 i Caki-2, gdzie zaobserwowali$my spadek
transkryptu BCL2 przy jednoczesnym wzroscie proapopto-
tycznych genéw BAX i BAKI w komérkach z nadekspresja
MCPIP1 [139]. Natomiast w liniach komoérkowych pozba-
wionych aktywnosci RNazowej biatka MCPIP1, poziom
transkryptu BCL2 wzrastal przy jednoczesnym spadku BAX
i BAK1, co wskazuje na zaangazowanie domeny PIN w re-
gulacje procesu apoptozy w jasnokomérkowym raku ner-
ki [139,140]. Ostatnie badania wykazaty, ze MCPIP1 moze
réwniez regulowa¢ mRNA antyapoptotyczego biatka MCL-
1 wplywajac tym samym na indukcje apoptozy [141].

Dzialanie antyproliferacyjne MCPIP1 zostalo réwniez
potwierdzone w badaniach komoérek raka jasnokomoérko-
wego nerki, gdzie nadekspresja powodowala spadek pro-
liferacji in vitro i hamowanie wzrostu guzéw in vivo [142].
Jednym z mechanizméw wyjasniajacych w jaki sposéb
MCPIP1 moze kontrolowac¢ proliferacje jest regulacja pozio-
mu transkryptow bezposrednio regulujacych cykl komor-
kowy. Ostatnie badania pokazaly, ze nadekspresja MCPIP1
w dwéch liniach neuroblastomy powoduje spadek ekspresji
cyklin A2, B1, D1, D3 i E2, a takze spadek fosforylowanych
kinaz CDK2 i CDK3 oraz biatka Rb, czego efektem jest blo-
kada w punkcie kontrolnym G1/S i areszt komoérek w fazie
G1 [143].

Biatko MCPIP1 moze réwniez odgrywac kluczowa role
W procesie angiogenezy i przerzutowania. Badania naszej
grupy wykazaty, ze MCPIP1 dzieki swojej aktywnosci RNa-
zowej reguluje poziom czynnikéw proangiogennych, takich
jak VEGF, IL-8 i IL-6 promujgc unaczynienie i aktywujac ko-
morki srédblonka naczyniowego, prowadzac do progresji
nowotworu [142]. Oprécz bezposredniej regulacji cytokin
proangiogennych, MCPIP1 moze posrednio regulowac an-
giogeneze. Stwierdzono, ze nadekspresja VEGF stymuluje
angiogeneze poprzez indukcje SDF-1 (ang. Stromal Derived
Factor 1), chemotaktycznej chemokiny dla proangiogen-
nych komoérek szpiku i komorek progenitorowych $réd-
blonka ze szpiku kostnego [144,145]. Co wiecej, aktywnosé
RNazowa MCPIP1 reguluje poziom transkryptu dla SDF-1
[142]. Nasze badania wykazaly takze, ze obnizenie poziomu
MCPIP1 w komorkach jasnokomoérkowego raka nerki byto
takze skorelowane z nabywaniem mezenchymalnego feno-
typu, ktory jest istotny dla procesu przerzutowania [142].
Komoérki nowotworowe z obnizonym poziomem MCPIP1
charakteryzowal spadek poziomu E-kadheryny, wzrost po-
ziomu wimentyny i -kateniny, a w konsekwencji wzrost
aktywnosci migracyjnej [142] i zwiekszona liczba krazacych
komérek nowotworowych we krwi myszy, jak i zwiekszo-
na ilos¢ przerzutéw do ptuc [142]. Z kolei nadekspresja
MCPIP1 w komoérkach jasnokomérkowego raka nerki ha-
mowala wzrost poziomu markeré6w mezenchymalnych, in-
dukowata wzrost E-kadheryny i wplywata na zmniejszenie
liczby przerzutujacych komoérek nowotworowych [146].
Inne badania potwierdzaja, ze poziom biatka MCPIP1 jest
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poprzez hamowanie
induktorow

hamowanie aktywnosci
migracyjnej in vitro
i zahamowanie tworzenia
przerzutdéw in vivo

degradacja pre-miRNA

aktywacja wzrostu poziomu

biatka p21 zaangazowanego
w kontrole cyklu
komdrkowego
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zaangazowanych w

indukcja apoptozy komdrek
nowotworowych poprzez
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Rycina 6. Podsumowanie wptywu biatka MCPIP1 na procesy nowotworowe.
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obnizony takze w innych nowotworach, w tym w raku pier-
si [147,148], czerniaku [149], neuroblastomie [143] i kostnia-
komiesaku [150].

Wyniki badan naszej grupy wykazaly takze, ze nade-
kspresja MCPIP1 moze, przynajmniej czesciowo, chronié
przed rozwojem i progresja choroby nowotworowej. Co
wiecej, wysoki poziom MCPIP1 zmniejsza wzrost guza i
przerzuty do pluc w guzach opornych na leczenie sunityni-
bem i sorafenibem [151]. Wysoki poziom MCPIP1 wplywa
réwniez na zmniejszone poziomy czynnikéw promujacych
progresje nowotworowa: VEGF, IL-6, receptora c-MET ki-
nazy Src i czynnika transkrypcyjnego STAT3[151].

Jedna z charakterystycznych cech EMT jest nabywanie
zdolnosci migracyjnych regulowanych przez zmiany w fe-
notypie i cytoszkielecie komorek, a takze w ekspresji genéw
umozliwiajacych ruch. Pierwsze doniesienia wskazujace na
role MCPIP1 w regulacji potencjalu migracyjnego wskaza-
ty analizy transkryptomu komorek raka piersi réznigcych
sie aktywnoscia migracyjna [148]. Komorki z wysokim po-
ziomem biatka MCPIP1 wykazywaly niska ruchliwosé in
vitro i niski poziom przerzutowania in vivo [148]. Potwier-
dzily to badania przeprowadzone na jasnokomérkowym
raku nerki [142]. Z kolei zmniejszony poziom MCPIP1 w
komoérkach ccRCC powodowat wzrost zdolnosci komoérek
nowotworowych do opuszczenia pierwotnego guza i mi-
gracji do pluc i wzrost iloéci przerzutéw. Co wiecej, utrata
aktywnosci RNazowej MCPIP1 powodowata reorganizacje
cytoszkieletu aktynowego, wzrost poziomu bialek Rho i
fosforylacje kinazy ogniskowo-adhezyjnej (ang. Focal Adhe-
sion Kinase, FAK) oraz kinazy Src, co skutkowato wzrostem
aktywnosci migracyjnej komoérek jasnokomoérkowego raka
nerki [152]. Dodatkowo, analiza mikromacierzy tkanek od
pacjentéow z jasnokomoérkowym rakiem nerki, wykazata
zmiany w ekspresji genéw skorelowanych z migracja oraz
z fenotypem mezenchymalnym wraz z postepem choroby
nowotworowej [146,152]. Dotychczasowe badania wska-
zujy, ze MCPIP1 pelni wazna role w nabywaniu potencjatu
migracyjnego regulujac proces EMT i podkreslaja znaczenie
MCPIP1 jako supresora rozwoju i progresji nowotworu ner-
ki (Ryc. 6).

ROLA miRNA W ccRCC

Odkrycie miRNA zmienito postrzeganie procesu no-
wotworowego, ktérego rozw6j do niedawna ttumaczono
glownie mutacjami w genach protoonkogennych i supre-
sorowych kontrolujacych podzialy komoérkowe [153]. W
zaleznosci od swojego dziatania, miRNA moga aktywowac
lub hamowac¢ rozwdéj nowotworu. Onkogenne miRNA sty-
mulujgce rozwdéj nowotworu (onkomiry) zazwyczaj hamuja
ekspresje mRNA genéw supresorowych nowotworéw. Z
kolei miRNA hamujace proces nowotworzenia zmniejszaja
ekspresje genéw zaangazowanych w rozwoj i progresje no-
wotworu [154,155]. miRNA to mate, jednoniciowe czastecz-
ki RNA o wielkosci 17-25 nukleotydéw powstajace z dwu-
niciowych prekursoréw. Pojedyncza czasteczka miRNA
moze jednoczesnie kontrolowac ekspresje setek docelowych
genéw [156]. miRNA przemieszczajq sie miedzy przedziata-
mi subkomérkowymi, aby kontrolowac szybkos¢ translacji
oraz transkrypgcji [157]. Ponadto, miRNA s3 wydzielane do
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plynéw pozakomoérkowych, a zewnatrzkomérkowe miR-
NA sa takze opisywane jako potencjalne biomarkery réz-
nych choréb oraz czasteczki sygnalizacyjne do posrednicze-
nia w komunikacji miedzykomoérkowej [158]. W badaniach
globalnego poziomu ekspresji miRNA, tzw. profilowania
miRNomu dla réznych nowotworéw wykazano m.in., ze
wzor ekspresji miRNA moze by¢ skorelowany z typem no-
wotworuy, stadium jego rozwoju, a takze innymi zmiennymi
klinicznymi, dzigki czemu profilowanie miRNA moze by¢
wykorzystywane jako narzedzie do diagnozowania i pro-
gnozowania rozwoju nowotworu [159].

Nieprawidlowa ekspresje niektérych miRNA zaanga-
zowanych w procesy obejmujace odpowiedZ na hipoksje,
EMT i przebudowe chromatyny zaobserwowano takze w
jasnokomérkowym raku nerki [160,161]. miRNA istotne
w jasnokomoérkowym raku nerki, ktére mozna zaliczy¢
do supresorowych miRNA nakierowanych na mRNA on-
kogenéw lub genéw kodujacych biatka posredniczace w
progresji nowotworu nerek to, miedzy innymi: miRNA-34a
[162-164], miRNA-133b [165], miRNA-138 [166]. Genami
docelowymi dla miRNA-34a sa c-MET[164], c-MYC [162] i
NOTCH1 [163]. Docelowym mRNA dla miRNA-133b jest
transkrypt MMP-9 [165]. Z kolei miRNA-138 reguluje geny:
VIM, EZH2, ZEB2[166] oraz HIFla [167]. Kazdy z tych ge-
néw odpowiada za odrebne procesy, takie jak proliferacja,
aktywacja cyklu komérkowego, inwazja, migracja i morfo-
logia.

Celem onkogennych miRNA w patogenezie jasnoko-
morkowego raka nerki sa geny supresorowe guza, takie jak
PTEN [168] i TIMP3 [169]. Onkomirami sg m.in. miRNA-7
[170], miRNA-21 [168,169,171], miRNA-155 [172] i inne. Po-
mimo tego, ze komoérki nowotworowe wykazuja podobne
cechy, jednak ekspresja miRNA, szlaki regulacyjne oraz
cele miRNA moga by¢ odmienne dla ré6znych nowotworéw
[159].

Jednym z regulatoréw poziomu miRNA w komorce jest
biatko MCPIP1, ktére dzieki aktywnosci RNazowej hamu-
je synteze miRNA doprowadzajac do degradacji tych cza-
steczek [120]. Badania dowiodly, ze MCPIP1 konkuruje z
DICER, centralng rybonukleaza w przetwarzaniu miRNA
(Ryc. 7). MCPIP1 rozpoznaje pre-miRNA i preferencyjnie
rozplata niesparowany region pre-miRNA w poblizu petli
konicowej (Ryc. 7) [120,129,173]. Natomiast w trakcie bioge-
nezy miRNA w cytoplazmie endonukleaza DICER usuwa
petle koricowa pre-miRNA, w wyniku czego powstaje doj-
rzaly dupleks miRNA skladajacy sie z nici wiodacej i pasa-
zerskiej [174-176].

Dotychczas dowiedziono, ze MCPIP1 hamuje biogene-
ze kilku czgsteczek miRNA: let-7g, miRNA-16-1, miRNA-
-135b, miRNA-146a, miRNA-21, miRNA-155, miRNA-143
oraz miRNA-145 [120]. MCPIP1 hamuje takze powstawanie
antyangiogennych miRNA-20b i miRNA-34a, co skutkuje
zahamowaniem translacji HIF1la i SIRT-1 [177]. MCPIP1
moze takze degradowaé prekursorowa forme miRNA-125
[130]. Dowiedziono, ze MCPIP1 zwigksza ekspresje miR-
NA-223 i miRNA-146 zwigzana z polaryzacja makrofagéw
do fenotypu aktywowanego alternatywnie - M2 [129]. Ob-
serwacje nad regulacja miRNA-200 wykazaly, ze wysoki
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Rycina 7. Udzial MCPIP1 w hamowaniu biogenezy miRNA.

poziom MCPIP1 moze by¢ odpowiedzialny za utrate miR-
NA-200, a w konsekwencji moze odpowiadac za progresje
i chemioopornos¢ nowotwordéw trzustki [178]. W toczniu
rumieniowatym uktadowym poziom MCPIP1 pod wply-
wem interferonu typu I wzrasta powodujac zahamowanie
biosyntezy miRNA-146a, co prowadzi do aktywacji TRAF-
6, IRAK-1, IEN-5, STAT-1 i rozwoju choréb autoimmunolo-
gicznych [179,180].

Wyniki naszej grupy natomiast wskazaly, ze MCPIP1 w
komoérkach ccRCC moze hamowaé¢ poziom miRNA-519a-
-3p, miRNA-519b-3p i miRNA-520c-3p, co skutkuje zwiek-
szeniem poziomu genéw SFRP4, ZNRF3, KREMEN],
CXXC4i CSNK1A1, ktére dzialaja jako negatywne regulato-
ry sygnalizacji Wnt i obnizaja poziom aktywnej p-kateniny
[146].

miRNA-519A-3P, miRNA- 519B-3P, miRNA-520C-3P

Do tej pory niewiele jest prac, ktére pokazuja jaki mecha-
nizm dzialania mogg mie¢ miRNA-519a-3p, miRNA-519b-
-3p oraz miRNA-520c-3p w procesie nowotworzenia.
Udzial miRNA-519a-3p wykazano w patogenezie kilku
choréb, takich jak rak jajnika [181], glejak [182,183], rak
piersi [184], neuroblastoma [185], kostniakomiesak [186],
jasnokomorkowy rak nerki [146], a takze w chorobie Par-
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kinsona [187,188], a efekty dzialania tego miRNA moga by¢
zaréwno supresorowe, jak i onkogenne. Pierwsze doniesie-
nia 0 miRNA-519 pojawity sie w 2008 roku, gdy wykazano,
ze wigze sie z regionem kodujacym mRNA dla biatka HuR,
co skutkuje zmniejszeniem proliferacji komoérek HeLa [189].
Zaobserwowano takze, ze poziom miRNA-519 w tkankach
raka jajnika, ptucinerek byt obnizony, a poziom biatka HuR
Znaczaco wyzszy, z niezmienionym stezeniem mRNA HuR
w poréwnaniu ze zdrowymi tkankami [190]. Inne badania
wskazaty, ze nadekspresja miRNA-519a-3p zwiazana byla
z agresywnym fenotypem komoérek raka piersi, zwieksza-
ta zywotnos¢ komoérek nowotworowych i wigzala sie z
gorszym catkowitym przezyciem u chorych na raka piersi
[184,191]. miRNA-519a-3p promowal takze migracje i inwa-
zje w raku jajnika poprzez regulowanie genu PARP1 [181].
Z kolei w raku krtani, pluca, a takze w glejaku i raku ner-
ki miRNA-519a-3p jak i miRNA-519b-3p dziatajg jako su-
presory nowotworowe obnizajgc proliferacje i wzrost guza
[182, 189, 190, 192]. W raku jelita grubego zahamowanie
proliferacji i inwazji komoérek bylo natomiast zalezne od
miRNA-519b-3p [193].

Pierwsze wzmianki o miRNA-519b-3p pojawily sie w
2014 roku, kiedy wykazano, ze w tkankach raka krtani po-
ziom miRNA byt istotnie nizszy niz w sasiadujacych tkan-
kach nienowotworowych [194]. Co wiecej wykazano, ze
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miRNA-519b-3p promowalo odpowiedZ na przedoperacyj-
na chemioterapie i radioterapie poprzez celowanie w gen
ARID4B u pacjentéw z rakiem odbytnicy [195]. Zauwazono
réwniez, ze rozwdj 1 progresja raka jelita grubego postepuje
po zablokowaniu miRNA-519b-3p [196]. Ostatnie badania
pokazuja, ze miRNA-519 hamuje proliferacje komoérek raka
nosogardzieli poprzez celowanie w onkogen URG4/URGCP
[197], reguluje proliferacje komoérek raka piersi poprzez ce-
lowanie w HuR [198] i hamuje proces nowotworowy wywo-
tany hipoksja w raku trzustki poprzez regulacje immunolo-
gicznego punktu kontrolnego PD-L1 [199].

Rola miRNA-520c-3p w patogenezie wielu choréb nie
jest jeszcze dobrze zbadana. Dotychczasowe badania wyka-
zaly, ze miRNA-520c-3p odgrywa wazna role w chtoniaku
[200], raku piersi [201,202], widkniakomiesaku [203], raku
watrobowokomoérkowym [204-206], raku jelita grubego
[207], glejaku [208], raku prostaty [209] i raku zotadka [210].
Sposéréd tych badan niektére wskazuja, ze miRNA-520c-
-3p promuje wzrost guza [202,203,209,210]. Natomiast w
niektérych chorobach nowotworowych miRNA-520c-3p
dziata jako supresor nowotworzenia [200,201,204,206-208].
Ponadto, miRNA-520c-3p posredniczy w progresji kostnia-
komiesaka[211], dysfunkcji srédblonka naczyniowego [212]
progresji raka drég zoélciowych [213] i chorobie zwyrodnie-
niowej stawow [214].

Wyniki naszej grupy natomiast wskazaty, ze MCPIP1
moze hamowaé poziom miRNA-519a-3p, miRNA-519b-3p
i miRNA-520c-3p, co skutkuje zwigkszeniem poziomu ge-
néw SFRP4, ZNRF3, KREMEN1, CXXC4 i CSNK1A1, ktére
dzialaja jako negatywne regulatory sygnalizacji Wnt i ob-
nizaja poziom aktywnej B-kateniny [146]. W naszych ba-
daniach wykazalismy, ze regulacja procesu EMT w jasno-
komoérkowym raku nerki zachodzi bezposrednio, dzieki
aktywnosci RNazowej biatka MCPIP1, ale réwniez posred-
nio, przez dziatanie MCPIP1 na mikrosrodowisko [142,146].
Bezposrednio MCPIP1 hamuje biogeneze miRNA-519a-3p,
miRNA-519b-3p i miRNA-520c-3p, tym samym aktywnie
wplywajac na poziomy SFRP4, KREMEN1, ZNRF3, CXXC4
i CSNK1A1 oraz hamujgc szlak Wnt poprzez inaktywacje
B-kateniny, a w konsekwencji hamujac proces EMT [146].
Posredni wptyw MCPIP1 na proces EMT, wynika z regulacji
poziomu transkryptéw cytokin i chemokin oddziatujacych
na otaczajgce komorki, ktére w odpowiedzi moga wchodzi¢
w interakcje z komérkami nowotworowymi.

PODSUMOWANIE

Wyniki uzyskane w rozprawie doktorskiej wskazuja na
istotna role biatka MCPIP1 w procesie przejicia epitelialno
- mezenchymalnego podczas rozwoju i progresji jasnoko-
moérkowego raka nerki. Na podstawie opisanych wynikéw
wskazaliSmy mozliwy mechanizm, dzieki ktéremu bial-
ko MCPIP1 reguluje proces EMT zapobiegajac nabywaniu
przez komorki fenotypu mezenchymalnego. MCPIP1 dzieki
aktywnosci endorybonukleazy degraduje miRNA-519a-3p,
miRNA-519b-3p i miRNA-520c-3p, tym samym aktywnie
wplywajac na poziomy inhibitoréw SFRP4, KREMENT1,
ZNRF3, CXXC4 i CSNK1A1 oraz hamowanie szlaku Wnt
przez dezaktywacje 3-kateniny i w konsekwencji hamowa-
nie procesu EMT [146]. Co wiecej, MCPIP1 moze regulowaé
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progresje jasnokomérkowego raka nerki wptywajac na po-
ziomy czynnikéw proangiogennych i prometastatycznych
[139]. Wykazaliémy takze, ze aktywnos¢ RNazy MCPIP1 jest
kluczowa w procesie migracji komoérek jasnokomérkowego
raka nerki. MCPIP1 reguluje poziom biatek Rho, fosforyla-
¢je kinaz FAK i Src, a w konsekwencji przebudowe aktyny.
Uzyskane wyniki wskazujg, ze brak aktywnosci RNazowej
MCPIP1 aktywuje geny i procesy zwigzane z aktywnoscia
migracyjnag komoérek nowotworowych wazne w procesie
przerzutowania [152]. Otrzymane wyniki pozwalaja stwier-
dzi¢, ze MCPIP1 jest istotnym regulatorem procesu EMT
oraz rozwoju i progresji jasnokomoérkowego raka nerki.
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ABSTRACT

Clear cell renal cell carcinoma (ccRCC) is the most common renal tumor with a highly aggressive phenotype and poor prognosis. A key process
in tumor progression is epithelial-mesenchymal transition (EMT), as a result of which cells acquire the ability to metastasize. An important
inducer of the EMT process is inflammation. A negative regulator of inflammation is the Monocyte Chemoattractant Protein-1 Induced Protein
1 (MCPIP1), which by regulating the immune response may contribute to inhibiting tumor progression. A specific function of the MCPIP1
protein is RNase activity regulating the level of mRNA and miRNA expression. In our studies, we investigated how the MCPIP1 protein af-
fects the EMT process, migratory activity and the level of tumor suppressor genes in clear cell renal cell carcinoma cell lines, tumor tissues of
patients and an in vivo xenotransplantation model. We have shown that MCPIP1 regulates the EMT process by preventing cells from acquir-
ing a mesenchymal phenotype. MCPIP1, due to its RNase activity, degrades miRNA-519a-3p, miRNA-519b-3p and miRNA-520c-3p, thereby
actively affecting the levels of SFRP4, KREMEN1, ZNRF3, CXXC4 and CSNK1A1 inhibitors and inhibiting the Wnt pathway by inactivating
B-catenin and, consequently, inhibiting the EMT process. Furthermore, MCPIP1 regulates the level of Rho proteins, phosphorylation of FAK
and Src kinases, and consequently actin remodeling. The obtained results indicate that the lack of MCPIP1 RNase activity activates genes and
processes associated with the migratory activity of cancer cells. In summary, the results obtained in this doctoral thesis indicated that MCPIP1
may regulate the progression of clear cell renal cancer at various levels of proangiogenic and prometastatic factors, as well as by influencing
the EMT process.
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