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Lista stosowanych skrótów:

AKT (ang. serine/treonine kinase) – kinaza serynowo-treoninowa

ALK (ang. anaplastic lymphoma kinase) – kinaza chłoniaka anaplastycznego

DRP (ang. small cell lung cancer, SCLC) – drobnokomórkowy rak płuca

EGF (ang. epidermal growth factor) – naskórkowy czynnik wzrostu

EGFR (ang. epidermal growth factor receptor) – gen kodujący receptor dla
naskórkowego czynnika wzrostu

FOXM1/HMGA1/G6PD (ang. forkhead box protein M1-high mobility group AT-
hook 1-G6PD) – ścieżka regulacji transkrypcji

HMG (ang. high mobility group proteins) – białka o wysokiej ruchliwości
elektroforetycznej

HMGA1 – białko z rodziny A białek HMG

IL-24 – interleukina 24

KRAS (ang. Kirsten rat sarkoma 2 viral oncogene homolog) – protoonkogen

miRNA – mikroRNA

MYC (ang. V-Myc Avian Myelocytomatosis Viral Oncogene Homolog) –
protoonkogen

NDRP (ang. non-small cell lung cancer, NSCLC) – niedrobnokomórkowy rak płuca

PD-L1 (ang. programmed death-ligand 1) – ligand programowanej śmierci komórki
1

PGF (ang. placental growth factor) – łożyskowy czynnik wzrostu

PI3K/AKT (ang. phosphatidylinositol 3-kinase-serine/treonine kinase) – ścieżka
sygnalizacji komórkowej

RB1 (ang. retinoblastoma-associated protein) – gen supresorowy

ROS1 (ang. proto-oncogene tyrosine-protein kinase) – protoonkogenna kinaza
tyrozynowa

siRNA (ang. small interfering RNA) – małe interferujące RNA

TGFβ (ang. transforming growth factor β) – transformujący czynnik wzrostu beta

TNM (ang. tumour-nodes-metastasis system) – system oceny stopnia zaawansowania
klinicznego nowotworu

TP53 (ang. tumour protein 53) – gen supresorowy
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VEGF (ang. vascular endothelial growth factor) – czynnik wzrostu śródbłonka
naczyniowego

WNT/b-katenina (ang. proto-oncogene Int-1 homolog--catenin) – szlak
sygnalizacji komórkowej

https://pl.wikipedia.org/wiki/J%C4%99zyk_angielski
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1. WYKAZ PUBLIKACJI STANOWIĄCYCH PODSTAWĘ
POSTĘPOWANIA W SPRAWIE O NADANIE STOPNIA
NAUKOWEGO DOKTORA

Podstawę ubiegania się o stopień doktora nauk medycznych i nauk o zdrowiu

w dyscyplinie nauki farmaceutyczne stanowi cykl publikacji z lat 2021–2022

o łącznym współczynniku oddziaływania IF: 9,188 i punktacji MEiN: 320.

1. Lias Saed, Ewa Olechnowicz, Ewa Balcerczak, Marek Mirowski,

Aleksandra Sałagacka-Kubiak. Znaczenie białek HMGA1, HMGA2 i

HMGB1 oraz ich genów w raku płuca. UMedical Reports 2021, 3, Łódź,

Uniwersytet Medyczny w Łodzi, ISBN 978-83-961774-4-5, MEiN: 80

2. Lias Saed, Agnieszka Jeleń, Marek Mirowski, Aleksandra Sałagacka-

Kubiak. Prognostic Significance of HMGA1 Expression in Lung Cancer

Based on Bioinformatics Analysis. International Journal of Molecular

Sciences 2022, 23, (13):6933. doi: 10.3390/ijms23136933. PMID: 35805937,

PMCID: PMC9266824. IF: 6,208, MEiN: 140

3. Lias Saed, Ewa Balcerczak, Mariusz Łochowski, Ewa Olechnowicz,

Aleksandra Sałagacka-Kubiak. HMGA1 gene expression level in cancer

tissue and blood samples of non-small cell lung cancer (NSCLC) patients:

preliminary report. Molecular Genetics and Genomics 2022, doi:

10.1007/s00438-022-01936-9. PMID: 35948739. IF: 2,980, MEiN: 100
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2. SYLWETKA NAUKOWA I OPIS DOROBKU NAUKOWEGO
DOKTORANTA

Ukończyłem studia magisterskie na kierunku Farmacja na Wydziale

Farmaceutycznym Uniwersytetu Medycznego w Łodzi. W roku 2016

obroniłem pracę magisterską pt.: „Elektroforetyczne metody wykrywania

proteinaz obecnych w surowicach i lizatach komórek nowotworowych z

użyciem technik zymograficznych i biotynylowanego jodoacetamidu”,

zrealizowaną w Zakładzie Biochemii Farmaceutycznej i Diagnostyki

Molekularnej w Łodzi pod kierunkiem prof. dr hab. n. farm. Marka

Mirowskiego. Wynik uzyskane w pracy magisterskiej zostały opublikowane w

Folia Medica Lodziensia w 2016 r.

Po ukończeniu jednolitych studiów magisterskich, w roku 2016,

podjąłem pracę w aptece ogólnodostępnej, gdzie obecnie zajmuje stanowisko

zastępcy kierownika. W roku 2019 rozpocząłem także pracę na stanowisku

kierownika hurtowni farmaceutycznej. Prace te kontynuuje nieprzerwanie do

dziś. Ukończyłem kursy m.in. monitorowania badań klinicznych (poziom

zaawansowany) oraz szkolenia z ramach projektu „FARM@BIO –

zintegrowany system rozwoju kompetencji studentów Wydziału

Farmaceutycznego oraz Wydziału Nauk Biomedycznych i Kształcenia

Podyplomowego Uniwersytetu Medycznego w  Łodzi w odpowiedzi na

potrzeby społeczeństwa, rynku pracy oraz gospodarki opartej na wiedzy”.

W październiku 2018 r. rozpocząłem stacjonarne studia doktoranckie w

Zakładzie Biochemii Farmaceutycznej i Diagnostyki Molekularnej w Łodzi.

Tematyka rozprawy doktorskiej dotyczy oceny wartości prognostycznej genu

HMGA1 w raku płuca. Pierwszy etap pracy polegał na poznaniu technik

stosowanych w ocenie poziomu ekspresji genów oraz przygotowaniu

teoretycznym do wybranej tematyki badań, czego efektem jest opublikowana

monografia wieloautorska dotycząca znaczenia białek HMGA1, HMGA2 i

HMGB1 oraz ich genów w raku płuca. W kolejnych etapach badań

doskonaliłem metody analiz oraz rozwijałem swój warsztat metodologiczny.

Wykorzystując publicznie dostępne dane zgromadzone w repozytoriach

genomicznych przeprowadziłem analizy poziomu ekspresji genu HMGA1 w

raku płuca oraz jego znaczenia prognostycznego w tym nowotworze.
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Posługując się technikami biologii molekularnej przeprowadził badania

ekspresji genu HMGA1 w tkankach pozyskanych od pacjentów z

niedorobnokomórkowym rakiem płuca i następującą oceną jej wartość

prognostycznej w tym nowotworze. Wyniki tych badań zostały opublikowane

w roku 2022 w postaci dwóch pełnotekstowych artykułów naukowych.

W ramach przewidzianego dla doktorantów pensum dydaktycznego

prowadziłem ćwiczenia laboratoryjne z biochemii na kierunkach farmacja i

kosmetologia oraz seminaria dotyczące terapii monitorowanej na kierunku

analityka medyczna. Obecnie pełnię funkcję nauczyciela przedmiotu

farmakologia w ramach kursów dla opiekunów medycznych powadzonych

przez Centrum Edukacji i Rozwoju Osobistego CEIRO. Jestem także autorem

publikacji w czasopiśmie popularyzującym zdrowy styl życia MODA NA

ZDROWIE pt.: ”Koronawirus – wszystko co powinieneś o nim wiedzieć”.

Jestem współautorem pięciu pełnotekstowych publikacji naukowych

(łączny IF 11,93 łączna punktacja MEiN 390) oraz trzech komunikatów

przedstawianych na konferencjach w formie posterów. Sumaryczny Impact

Factor na rok wydania publikacji w prezentowanym cyklu wynosi: 9,19, a

sumaryczna liczba punktów MEiN: 320.

Publikacje niewchodzące w skład rozprawy doktorskiej:

1. Paulina Młudzik, Jacek Pietrzak, Lias Saed, Damian Wodziński, Ida

Franiak-Pietryga, Marek Mirowski. Elektroforetyczna identyfikacja

proteinaz cysteinowych w surowicach pacjentów z przewlekłą białaczką

limfocytową (PBL) z wykorzystaniem biotynylowanego jodoacetamidu.

Folia Medica Lodziensia, 2016, 43/1:35–52

2. Michalska K, Balcerczak E, Jeleń A, Saed L, Pietrzak J, Żebrowska-

Nawrocka M. Effects of the SLCO1B1 A388G single nucleotide

polymorphism on the development, clinical parameters, treatment, and

survival of multiple myeloma cases in a Polish population. Mol Biol Rep.

2022 Dec 7. doi: 10.1007/s11033-022-08162-x. PMID: 36478296.
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Komunikaty zjazdowe:

1. Magdalena Flasza, Lias Saed, Jacek Pietrzak. Gel zymography, western-

blot and real-time PCR methods used in analysis of metalloproteinases in

biological materials like cells lysates WM-115, serum and blood from

melanoma diagnosed patients. European Pharmaceutical Students

Association, “Bringing Pharmacy Knowledge and Students Together”,

kwiecień 2017.

2. Lias Saed, Ewa Olechnowicz, Ewa Balcerczak, Aleksandra Sałagacka-

Kubiak. HMGA1 expression level in cancer tissue and blood samples of

non-small cell lung cancer patients – preliminary results. XXIV Gliwice

Scientific Meetings/XXIV Gliwickie Spotkania Naukowe. Gliwice, 20-21

listopada 2020.

3. Lias Saed, Aleksandra Sałagacka-Kubiak. Ekspresja genu HMGA1 w raku

płuca - analiza bioinformatyczna danych zgromadzonych w publicznych

bazach. IV Śląskie Farmaceutyczne Spotkanie Naukowe „Od nauki do

pacjenta”. Sosnowiec, 3 grudnia 2021.
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3. WSTĘP

3.1 Rak płuca

Rak płuca jest jednym z najczęściej diagnozowanych nowotworów złośliwych

oraz stanowi jedną z najczęstszych przyczyn zgonów wywołanych

nowotworami złośliwymi w skali całego świata [1]. Według danych

zgromadzonych przez Krajowy Rejestr Nowotworów rak płuca i tchawicy jest

też drugim co do częstości zachorowań nowotworem złośliwym zarówno u

kobiet, jak i u mężczyzn w Polsce [2]. Do roku 2040 prognozowany jest wzrost

zachorowalności na raka płuca na świecie o około dwie trzecie wartości

obecnych wskaźników [3].

Najważniejszym czynnikiem ryzyka zachorowania na raka płuca jest

aktywne palenie tytoniu, inne to promieniowanie jonizujące, ekspozycja na

azbest, rakotwórcze substancje chemiczne i niektóre metale ciężkie (kadm,

ołów, nikiel, arsen) [4,5]. Jego rozwojowi mogą sprzyjać również czynniki

hormonalne i genetyczne [6].

Do najistotniejszych czynników molekularnych biorących udział w

procesie kancerogenezy w płucach należą geny regulujące takie procesy jak

kontrola cyklu komórkowego, różnicowanie komórek, naprawa DNA, czy

metabolizm ksenobiotyków. Ugruntowana jest tu rola genów KRAS (ang.

Kirsten rat sarkoma 2 viral oncogene homolog), MYC (ang. V-Myc Avian

Myelocytomatosis Viral Oncogene Homolog), TP53 (ang. tumour protein 53)

czy RB1 (ang. retinoblastoma-associated protein). Niepodważalny jest tu także

udział genów dla białek z rodziny naskórkowego czynnika wzrostu (EGF, ang.

epidermal growth factor) czy też nadekspresja receptora dla naskórkowego

czynnika wzrostu (EGFR, ang. epidermal growth factor receptor), którego

stała stymulacja daje sygnał do podziału komórki i w rezultacie zwiększania

masy nowotworu. W kolejnych etapach kancerogenezy następuje stymulacja

powstawania nowych naczyń krwionośnych, gdzie stymulującą rolę odgrywają

czynnik wzrostu śródbłonka naczyniowego (VEGF, ang. vascular endothelial

growth factor) i łożyskowy czynnik wzrostu (PGF, ang. placental growth

factor) [6].
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Pierwotne nowotwory płuca dzieli się na cztery główne typy

histologiczne: rak gruczołowy (45%), rak płaskonabłonkowy (30%), rak

drobnokomórkowy (15%), rak wielkokomórkowy (10%). Inne typy stanowią

mniej niż 1% wszystkich rozpoznań. W praktyce klinicznej stosuje się podział

na drobnokomórkowy (DRP) i niedorbnokomórkowe raki płuca (NDRP) [4].

Rokowanie dla chorych na raka płuca zależy głównie od stopnia

zaawansowania klinicznego ocenianego w systemie TNM (ang. tumour-nodes-

metastasis system) oraz - w przypadku raka gruczołowego - typu i podtypu

histologicznego. Rokowanie w DRP jest ogólnie gorsze niż w NDRP [7].

W przypadku NDRP u chorych potencjalnie operacyjnych (stopnie

zaawansowania I–II oraz III) opcje terapeutyczne obejmuję chirurgiczną

resekcję guza, uzupełniająca radioterapię i uzupełniająca chemioterapię. W

przypadkach większego zaawansowania, u chorych nieoperacyjnych,

stosowane są radioterapia i radiochemioterapia. U chorych z uogólnionym

NDRP z aktywującymi zaburzeniami genetycznymi [mutacje genu EGFR

(ang. epidermal growth factor receptor), rearanżacje genów ALK (ang.

anaplastic lymphoma kinase) i ROS1 (ang. proto-oncogene tyrosine-protein

kinase)] postępowaniem z wyboru jest terapia ukierunkowana molekularnie:

inhibitory kinaz tyozynowych EGFR (erlotynib, gefitynib, afatynib, mertynib),

ALK i ROS1 (kryzotynib). W przypadkach, gdzie potwierdzono ekspresję PD-

L1 (ang. programmed death-ligand 1) za pomocą techniki

immunohistochemicznej, możliwa jest immunoterapia w wykorzystanie

inhibitorów PD-1 (niwolumab, pembrolizumab).

Podstawowym sposobem leczenia DRP jest chemioterapia oparta o

związki platyny. U chorych w stopniach I-III wg TNM celowe jest stosowanie

radiochemioterapii [4,7].

3.2 Gen HMGA1 i białko HMGA1 w procesie powstawania i
prognozowaniu przebiegu nowotworów

Białko HMGA1 (wcześniej HMG-I/HMG-Y), kodowane przez gen HMGA1,

należy do grupy białek o tzw. wysokiej ruchliwości elektroforetycznej (ang.
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high mobility group proteins, HMG), małych niehistonowych białek zwanych

„czynnikami architektonicznymi”, ponieważ powoduje prostowanie, zginanie,

rozwijanie DNA oraz moduluje strukturę nukleosomów i chromatyny. Przez to

reguluje replikację, rekombinację i naprawę DNA, jak również aktywność

transkrypcyjną genów kodujących białka zaangażowane w takie procesy jak

np. różnicowanie i podziały komórkowe, migracja czy apoptoza. Cząsteczki

członków rodziny A białek HMG, do której należy HMGA1, wyróżniają się

występowaniem trzech domen zwanych hakami AT (ang. AT-hook) o

powinowactwie do fragmentów DNA bogatych w adeninę i tyminę w rejonach

promotorów genów i miejsc regulujących transkrypcję [8].

Wykazano, że fizjologicznie wysoka ekspresja HMGA1 jest

charakterystyczna dla tkanek embrionalnych, natomiast w dojrzałych

zróżnicowanych komórkach jest niewykrywalna lub występuje na niskim

poziomie [9]. Nasilenie ekspresji tego genu lub zwiększone ilości białka

HMGA1 stwierdzano w tkankach wielu różnych nowotworów złośliwych

m.in. raka piersi [10], żołądka [11], jelita grubego [12], macicy [13], glejaków

[14], włókniakomięsaków [15] i kostniakomięsaków [16].

HMGA1 ma właściwości onkogenne, ale jak białko prowadzi do

transformacji nowotworowej, nie jest w pełni wyjaśnione [17,18].

Dowiedziono, że może ono odgrywać rolę jako element kluczowych do

nowotworzenia szklaków sygnałowych, np. TGF ang. trasforming growth

factor ), PI3K/AKT (ang. phosphatidylinositol 3-kinase-serine/treonine

kinase), WNT/-katenina (ang. proto-oncogene Int-1 homolog--catenin) [19-

22], modulować ekspresji genów istotnych dla regulacji apoptozy, procesu

zapalnego, zjawiska przejścia nabłonkowo-mezenchymalnego czy naprawy

DNA [23]. Nasila także wychwyt glukozy i jej aerobowych przemian komórek

nowotworowych [24], jak również ich proliferację i migrację [25-27].

Czynny udział białka HMGA1 w nowotworzeniu skłonił do

poszukiwania zastosowania nadekspresji HMGA1, jak i zwiększonych ilości

białka HMGA1 jako czynnika prognostycznego w różnych nowotworach. Dla

wielu nowotworów złośliwych poziom ekspresji genu HMGA1 i zmienione

ilości białka HMGA1 zostały powiązany z wysokim stopniem złośliwości,

opornością na chemioterapię, skłonnością do przerzutowania i niską
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przeżywalnością pacjentów [17,22]. Poziom białka HMGA1 był ujemnie

skorelowany z rokowaniem klinicznym w raku jelita grubego, raku prostaty,

piersi, czy tarczycy [28-30].

3.3 Gen HMGA1 i białko HMGA1 w raku płuca

Nadekspresję genu HMGA1, jak i zwiększoną ilość białka HMGA1 w

porównaniu z komórkami prawidłowego nabłonka oskrzeli stwierdzano

dotychczas w komórkach licznych linii raka płuca [31,32]. W większość badań

tkanek pierwotnych nowotworów złośliwych płuca stwierdzano wyższą

ekspresję genu HMGA1 i większą ilość białka HMGA1 niż w prawidłowej

tkance płuc [31-35]. Przyczyną nadekspresji HMGA1 w rakach płuc mogą być

czynniki epigenetyczne bądź amplifikacją genu HMGA1 [36-38]. Wzrost ilości

HMGA1 był obserwowany w komórkach oskrzeli o cechach hiperplazji,

metaplazji i dysplazji, co sugeruje, że do uaktywnienia genu HMGA1 dochodzi

na wczesnym etapie kancerogenezy [34]. Barh i wsp. [33] zaobserwowali

podwyższoną ekspresję HMGA1 także we krwi chorych z NDRP o typach raka

płaskonabłonkowego i gruczolakoraka w porównaniu z poziomem tej ekspresji

we krwi osób zdrowych.

Zwiększona ekspresja HMGA1 zarówno na poziomie mRNA, jak i

białka związana jest z udziałem HMGA1 w regulacji ważnych komórkowych

szlaków przekazywania sygnału. W komórkach nabłonka oskrzeli białko to jest

jednym z głównych elementów sieci molekularnej, aktywowanej przez

nieprawidłową konstytutywną sygnalizację PI3K/AKT [21] i jednym z

głównych genów w sieci oddziaływań z miRNA w patogenezie NDRP [33,39-

41]. Onkogenne działanie HMGA1 wiąże się m.in. z jego udziałem w

procesach adhezji i migracji oraz inwazyjności komórek oraz procesie

przejścia nabłonokowo-mezenchynalnego [31,32,42].

Poza opisaną powyżej rolą HMGA1 w procesie powstawania

nowotworów płuc, białko to ma również potencjalne znaczenie w odpowiedzi

na konwencjonalną chemioterapię, jak i leczenie celowane. Zhang i wsp. [43]

udowodnili, że HMGA1, współtworząc ścieżkę regulacyjną
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FOXM1/HMGA1/G6PD (ang. forkhead box protein M1-high mobility group

AT-hook 1-G6PD), może przyczyniać się do oporności na cisplatynę komórek

NDRP. Nasilenie fosforylacji HMGA1 związane z sygnalizacją zależną od

EGFR skutkuje opornością na gefitinib, a wyciszenie ekspresji HMGA1 nasila

działanie tego leku w komórkach ludzkiego gruczorakoraka płuc [44].

Ponieważ nasilenie ekspresji HMGA1 bądź zwiększenie ilości

kodowanego przez niego białka jest cecha charakterystyczną nowotworów

płuca, poprowadzone były eksperymenty mające na celu ocenę użyteczności

hamowania tej ekspresji. Blokowanie ekspresji HMGA1 za pomocą sekwencji

natysensownych osłabiało proliferację hodowanych komórek raka płuca [45].

Jednoczesne wyciszenie HMGA1 za pomocą siRNA i podanie IL-24 dawało w

efekcie istotny spadek ekspresji AKT (ang. serine/threonine kinase) oraz

zdolności do migracji i inwazyjności komórek raka płuca in vitro [41].

Prognostyczne znaczenie ekspresji genu HMGA1 i białka HMGA1

udowodnione dla różnych nowotworów złośliwych, jak i obserwowana

nadekspresja HMGA1 i zwiększona ilość HMGA1 w tkankach raka płuca stały

się przyczynkiem do poszukiwanie prognostycznego znaczenia ich znaczenia

w tym nowotworze. Większość z nich dotyczyła badania białka HMGA1 i jak

dotąd nie przyniosły one jednoznacznych wyników. Sarhadi i wsp. [34]

wykazali związek między obecności białka HMGA1 w jądrach komórek

gruczolakoraka płuca i krótszym czasem przeżycia chorych. Wysoka ekspresja

genu HMGA1 była związana z krótszym czasem przeżycia chorych z NDRP w

badaniu przeprowadzonym przez Ma i wsp. [32]. Wysoka ekspresja białka

HMGA1 w tkance NDRP była związana z wielkością guza, obecnością

przerzutów do węzłów chłonnych i przerzutów odległych oraz z wyższym

zaawansowaniem wg klasyfikacji TNM, jak również niskim zróżnicowaniem

histologicznym tkanki nowotworowej. W analizie wieloczynnikowej była

niezależnym negatywnym czynnikiem prognostycznym i łączyła się z

krótszym czasem przeżycia chorych [35,43]. Podobnych zależności miedzy

ilością HMGA1 a przeżyciem pacjentów z NDRP nie zanotowali natomiast Lin

i Peng [46].



17

4. ZAŁOŻENIA I CEL PRACY

Rak płuca, pomimo postępów w zrozumieniu czynników ryzyka jego

rozwoju, patogenezy, jak i pojawiania się nowych metod leczenia, pozostaje

jednym z najczęstszych, a zarazem najbardziej śmiertelnych nowotworów na

świecie. Dominującym podtypem raka płuca, który odpowiada za ok. 85% jego

przypadków, jest NDRP. Analizy genomiczne i badanie szlaków sygnałowych

ujawniły, że guzy NDRP wykazują dużą heterogenności genetyczną i

komórkową, co może determinować przebieg choroby oraz wyniki leczenia

chirurgicznego i farmakologicznego. Dlatego nowych, doskonalszych niż

obecne czynników prognostycznych i predykcyjnych dla tego nowotworu

poszukuje się m.in. w obrębie zmian w sekwencji bądź ekspresji genów.

Szczególnie pożądane jest znalezienie markerów, które mogłyby być ocenione

w ławo dostępnym materiale biologicznym, np. krwi obwodowej.

Obiecującym czynnikiem prognostycznym raku płuca może być

poziom ekspresji genu HMGA1. Gen ten koduje niehistonowe białko HMGA1,

którego zadaniem jest regulowanie indukowanej transkrypcji genów. Ekspresja

genu HMGA1, jak i ilość białka HMGA1 jest często wysoka w komórkach

nowotworowych i koreluje z zaawansowaniem choroby lub zdolnością do

tworzenia przerzutów. Wartość prognostyczną poziomu ekspresji genu

HMGA1 wykazano w przypadku niektórych nowotworów, m.in. raka trzustki,

żołądka, endometrium, czy raka wątrobowokomórkowego. Jednak wiedza na

temat jego znaczenia w raku płuca jest wciąż ograniczona.

W niniejszej pracy poszukiwano odpowiedzi na pytanie, czy poziom

ekspresji genu HMGA1 może być czynnikiem prognostycznym w raku płuca,

jak również czy oznaczanie poziomu HMGA1 we krwi obwodowej u chorych

z NDRP w czasie diagnozy i okresie pooperacyjnym może być czynnikiem

użytecznym w przewidywaniu dalszego przebiegu choroby.

Cele szczegółowe badań realizowanych w ramach rozprawy

doktorskiej:

 ocena wartości prognostycznej poziomu ekspresji genu HMGA1 w raku

płuca przy wykorzystaniu publicznie dostępnych danych zgromadzonych w

bazach genomicznych
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 ocena wartości prognostycznej poziomu ekspresji genu HMGA1 w

tkance nowotworowej i krwi pozyskanych od chorych z NDRP.
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5. OMÓWIENIE OSIĄGNIĘĆ BADAWCZYCH W PRACACH
WCHODZĄCYCH W SKŁAD CYKLU

Uzasadnienie połączenia publikacji w cykl:

Publikacje wybrane do cyklu poruszają tematykę znaczenia prognostycznego genu

HMGA1 w raku płuca. Przedstawiany cykl publikacji jest spójny tematycznie, zawiera

trzy uzupełniające się prace. Pierwsza publikacja o charakterze poglądowym

(„Znaczenie białek HMGA1, HMGA2 i HMGB1 oraz ich genów w raku płuca”)

poprzedza właściwe badania i stanowi przegląd aktualnego piśmiennictwa na temat

wybranych białek i kodujących je genów z rodziny HMG, tj. HMGA1, HMGA2 i

HMGB1 – ich charakterystykę oraz rolę w procesie nowotworzenia. Główna jej część

obejmuje szczegółowe omówienie wyników dotychczasowych badań dotyczących

ekspresji wymienionych genów i białek i ich znaczenia prognostycznego w

nowotworach płuc. Stosunkowo niewielka ilość danych na temat ekspresji genu

HMGA1 w nowotworach płuc oraz niejednoznaczne ich wyniki, co omówiono w

monografii, uzasadniły wybór dalszych działań naukowych, które stały się podstawą

pozostałych dwóch pozostałych prac składających się na cykl.

W drugiej publikacji („Prognostic Significance of HMGA1 Expression in Lung

Cancer Based on Bioinformatics Analysis”) przedstawiono wyniki analiz

bioinformatycznych publicznie dostępnych danych wielkoskalowych porównujących

poziom ekspresji HMGA1 w tkankach raka płuc do ekspresji tego genu w prawidłowej

tkance tego narządu oraz oceniających związek ekspresji HMGA1 w tkance

nowotworowej z cechami kliniczno-patologicznymi oraz czasem przeżycia pacjentów

z rakiem płuca. Trzecia publikacja („HMGA1 gene expression level in cancer tissue

and blood samples of non-small cell lung cancer (NSCLC) patients: preliminary

report”) stanowi rozwinięcie wcześniejszych badań in-silco o ocenę ekspresji genu

HMGA1 równolegle w pozyskanej śródoperacyjnie tkance nowotworowej i krwi

obwodowej pobranej od pacjentów z NDRP. Jej celem była ocena potencjalnej

użyteczności oznaczania tej ekspresji, szczególnie we krwi, w prognozowaniu

przebiegu NDRP.

Publikacja nr 1: Lias Saed, Ewa Olechnowicz, Ewa Balcerczak, Marek Mirowski,

Aleksandra Sałagacka-Kubiak. Znaczenie białek HMGA1, HMGA2 i HMGB1 oraz
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ich genów w raku płuca. UMedical Reports 2021, 3, Łódź, Uniwersytet Medyczny w

Łodzi, ISBN 978-83-961774-4-5, MNiSW: 80

Doktorant w publikacji dokonał przeglądu i wyboru piśmiennictwa oraz przygotował

i korygował jej manuskrypt. Udział pozostałych autorów został przedstawiony w

oświadczeniu znajdującym się na końcu niniejszej rozprawy doktorskiej.

Celem monografii było omówienie znaczenia wybranych białek z rodziny

HMG: tj. HMGA1, HMGA2 i HMGB1, oraz kodujących je genów w raku płuca.

Część wprowadzająca monografii syntetycznie przedstawia epidemiologię, czynniki

ryzyka i molekularne podstawy rozwoju raka płuca, jak również dostarcza krótkiej

charakterystyki i podziału systematycznego rodziny białek HMG. Główna część

monografii stanowi przegląd aktualnej wiedzy na temat znaczenia wymienionych

trzech białek i kodujących je genów w procesie transformacji nowotworowej w raku

płuca oraz użyteczności oceny ekspresji wymienionych genów i białek w

prognozowaniu przebiegu i wyników terapii tego nowotworu. Przeważająca część

danych przedstawionych w monografii wskazuje, że ekspresja genów HMGA1,

HMGA2 i HMGB1, jak również ilości kodowanych przez nie białek ulegają

zwiększaniu w tkance raka płuca w stosunku do prawidłowych tkanek tego narządu,

co wiąże się z funkcją tych białek w istotnych dla przebiegu nowotworzenia procesach

proliferacji, apoptozy, migracji, przerzutowania, autofagii i neoangiogenezy. W pracy

przedstawiono także udział mikroRNA w regulacji poziomu ekspresji wymienionych

genów, jak również miejsce omawianych białek w szlakach sygnalizacyjnych

kluczowych dla rozwoju raka płuc. Przedstawiono także nieliczne jak dotąd i

sprzeczne dane dotyczące związku poziomu ekspresji genów HMGA1, HMGA2 i

HMGB1 i ilości kodowanych przez nie białek w tkance guza nowotworowego z takimi

cechami jak obecność przerzutów, stopień zaawansowania klinicznego, stopień

zróżnicowania histologicznego, a także czasem przeżycia pacjentów, co stanowiło

podstawę wyboru tematyki dalszych badań. Dodatkowo, przybliżono rolę

omawianych genów i białek w odpowiedzi na chemioterapię w raku płuca.

Publikacja nr 2: Lias Saed, Agnieszka Jeleń, Marek Mirowski, Aleksandra Sałagacka-

Kubiak. Prognostic Significance of HMGA1 Expression in Lung Cancer Based on
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Bioinformatics Analysis. International Journal of Molecular Sciences 2022, 23,

(13):6933. doi: 10.3390/ijms23136933. PMID: 35805937, PMCID: PMC9266824.

IF: 6,208, MNiSW: 140

W publikacji doktorant opracował koncepcję badań, wybrał narzędzia badawcze,

wykonał analizy oraz przygotował i korygował jej manuskrypt. Udział pozostałych

autorów został przedstawiony w oświadczeniu znajdującym się na końcu niniejszej

rozprawy doktorskiej.

Publikacja miała na celu zintegrowaną analizę publicznie dostępnych danych

wielkoskalowych (m.in. Oncomine, TIMER2.0, TNMplot, UALCAN) dotyczących

ekspresji genu HMGA1 w raku płuca. Przeprowadzone analizy porównawcze

wykazały, że HMGA1 ulega nadekspresji zarówno w DRP, jak i NDRP, w porównaniu

zarówno z sąsiednimi niezmienionymi nowotworowo tkankami płuc, jak i

nienowotworowymi tkanką płuc osób zdrowych. Wykazano związek ekspresji

HMGA1 a poziomem metylacji tego genu w raku płuca. Podwyższona ekspresja

HMGA1 była związany z cechami kliniczno-patologicznymi, takimi jak płeć, wiek i

stopień zaawansowania klinicznego. Wysoki poziom ekspresji HMGA1 wiązał się z

krótszym czasem przeżycia całkowitego i wolnego od progresji wśród pacjentów z

gruczolakorakiem płuc, ale nie u pacjentów z rakiem płaskonabłonkowym płuc.

Zbudowana sieć interakcji białko-białko ujawniła, że HMGA1 może współpracować

z białkami zaangażowanymi w starzenie się komórek i kontrolę cyklu komórkowego,

regulację transkrypcji, przebudowę chromatyny oraz biosyntezę cholesterolu. Analizy

wykazały, że nadekspresja HMGA1 może być istotnym elementem kancerogenezy

płuc i czynnikiem prognostycznym w tym nowotworze.

Publikacja nr 3: Lias Saed, Ewa Balcerczak, Mariusz Łochowski, Ewa

Olechnowicz, Aleksandra Sałagacka-Kubiak. HMGA1 gene expression level in cancer

tissue and blood samples of non-small cell lung cancer (NSCLC) patients: preliminary

report. Molecular Genetics and Genomics 2022, doi: 10.1007/s00438-022-01936-9.

PMID: 35948739. IF: 2,980, MNiSW: 100

Doktorant w publikacji dokonał badania ekspresji badanego genu w tkance

nowotworowej, analizował i opracował wyniki oraz przygotował i korygował
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manuskrypt. Udział pozostałych autorów został przedstawiony w oświadczeniu

znajdującym się na końcu niniejszej rozprawy doktorskiej.

Celem była ocena ekspresji genu HMGA1 w grupie pacjentów z NDRP i ocena

jej związku z wybranymi czynnikami kliniczno-patologicznymi oraz czasem

przeżycia chorych. Ekspresja genu została oznaczona w pobranej śródoperacyjnie

tkance nowotworowej, jak i krwi obwodowej pobranej w czasie diagnozy oraz 100 dni

i 1 rok po operacji usunięcia guza pierwotnego. Zaobserwowano, że średni poziom

ekspresji HMGA1 we krwi systematycznie zmniejszał się do momentu rozpoznania

nowotworu do 1 roku po operacji. Poziom ekspresji HMGA1 we krwi 1 rok po operacji

był istotnie wyższy u palaczy w porównaniu z niepalącymi. Zaobserwowano tendencję

do krótszego całkowitego czasu przeżycia u pacjentów, u których występował wysoki

poziom ekspresji HMGA1 mierzony we krwi 100 dni po operacji. Poziom ekspresji

HMGA1 w tkance guza nowotworowego nie był związany z cechami klinicznymi ani

z całkowitym czasem przeżycia pacjentów z NDRP. Ponadto nie stwierdzono korelacji

między poziomem ekspresji HMGA1 mierzonym w tkance guza i w próbach krwi.

Uzyskane wyniki sugerują, że poziom mRNA HMGA1 we krwi może być

obiecującym czynnikiem użytecznym w prognozowaniu przebiegu choroby w chorych

z NDRP.
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6. PODSUMOWANIE I WNIOSKI

W niniejszej pracy poszukiwano odpowiedzi na pytanie, czy poziom ekspresji genu

HMGA1 może być czynnikiem prognostycznym w raku płuca, jak również czy

oznaczanie poziomu HMGA1 we krwi obwodowej u chorych z NDRP w czasie

diagnozy i okresie pooperacyjnym może być czynnikiem użytecznym w

przewidywaniu dalszego przebiegu choroby.

Uzyskane w wyniku realizacji niniejszej pracy doktorskiej wyniki pozwoliły

na sformułowanie następujących obserwacji i wniosków:

1. Poziom ekspresji genu HMGA1 jest wyższy w tkance raka płuca, niezależnie od

jego typu histologicznego, zarówno w porównaniu do przylegającej do guza

tkanki prawidłowej, jak i prawidłowej tkanki płuc, co potwierdza istotny udział

HMGA1 w procesie nowotworzenia w tym narządzie.

2. Podwyższony poziom ekspresji HMGA1 w tkance raka płuca może być wynikiem

zmniejszonego poziomu metylacji genu HMGA1

3. Proonkogenne działanie podwyższonej ekspresji HMGA1 może by związane z

interakcją białka HMGA1 z białkami zaangażowanymi w starzenie się komórek i

kontrolę cyklu komórkowego, przebudowę chromatyny oraz biosyntezę

cholesterolu.

4. Poziom ekspresji HMGA1 w tkance nowotworowej jest związany ze stopniem

zaawansowania klinicznego u pacjentów z NDRP, co wskazuje na potencjalną

wartość prognostyczną tego poziomu.

5. Wysoki poziom ekspresja HMGA1 wiąże się z krótszym całkowitym i wolnym od

progresji czasem przeżycia pacjentów z gruczorakorakiem płuca, ale nie z rakiem

płaskonabłonkowym płuca, co dowodzi, że znaczenie prognostyczne HMGA1

może być ograniczone do wybranych podtypów histologicznych raka płuca.

6. Obserwacja, że poziom ekspresji genu HMGA1 oznaczany we krwi obwodowej

chorych z NDRP systematycznie zmniejszał się w okresie monitorowania

badanych chorych, jak również zanotowana tendencja do krótszego całkowitego

czasu przeżycia u pacjentów, u których występował wysoki poziom ekspresji

HMGA1 mierzony we krwi 100 dni po operacji, wskazują, że oznaczanie poziomu

ekspresji HMGA1 we krwi obwodowej u chorych z NDRP może być potencjalnie

wykorzystane jako marker prognostyczny w tej jednostce chorobowej.
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7. Uzyskane wyniki wskazują, że poziom ekspresji genu HMGA1 w tkance

nowotworowej może zostać  potencjalnie wykorzystany w praktyce klinicznej

jako czynnik prognostyczny u osób z rakiem płuca. Oznaczanie poziomu HMGA1

we krwi obwodowej u chorych z NDRP w czasie diagnozy i okresie

pooperacyjnym może być czynnikiem mogącym przewidywać dalszy przebieg tej

choroby.
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8. STRESZCZENIE

Rak płuca należy do najczęściej występujących, ale i najbardziej śmiertelnych

nowotworów zarówno w Polsce, jak i w skali całego świata. Heterogenność

genetyczna komórek raka płuc może determinować przebieg choroby oraz wyniki

leczenia. Z tego względu poszukuje się nowych, doskonalszych niż obecne czynników

prognostycznych i predykcyjnych dla tego nowotworu m.in. w obrębie zmian w

sekwencji bądź ekspresji genów. Szczególnie cenne wydaje się znalezienie markerów,

które mogłyby być oceniane w ławo dostępnym materiale biologicznym, np. krwi

obwodowej.

Celem prac doktorskiej była ocena wartości prognostycznej genu HMGA1 w

raku płuca. Gen ten koduje niehistonowe białko HMGA1, którego zadaniem jest

regulowanie transkrypcji innych genów. Zarówno ekspresja genu HMGA1, jak i ilość

białka HMGA1 jest często podwyższona w komórkach nowotworowych i koreluje z

zaawansowaniem choroby. Dotychczas wykazano prognostyczną wartość poziomu

ekspresji genu HMGA1 w przypadku m.in. raka trzustki, żołądka, endometrium.

Jednak wiedza na temat jego znaczenia w raku płuca jest wciąż niewielka.

Przeprowadzone analizy wykazały, że poziom ekspresji HMGA1 jest istotnie

wyższy w tkance raka płuca, niezależnie od jego typu histologicznego i może być

potencjalnie użyteczny jako marker tkanki nowotworowej. Jest on także związany z

płcią, wiekiem oraz stopniem zaawansowania klinicznego chorych z rakiem płuca.

Wysoki poziom ekspresji HMGA1 wiążę się krótszym całkowitymi i wolnym od

progresji czasem przeżycia pacjentów w gruczorakorakiem płuc, ale zależności takiej

nie potwierdzono wśród chorych z rakiem płaskonabłonkowym. Udział białka

HMGA1 w procesie nowotworzenia może być związany z jego funkcjonalną

interakcją z białkami ważnymi dla regulacji cyklu komórkowego, regulującymi

transkrypcję, modelującymi chromatynę czy biorącymi udział w syntezie cholesterolu.

Zaobserwowano, że poziom ekspresji HMGA1 we krwi obwodowej pacjentów

z NDRP monitorowany z momencie diagnozy, 100 dni i 1 rok po operacji zmniejszał

się systematycznie w czasie. Poziom ekspresji HMGA1 we krwi rok po operacji był

istotnie wyższy u palaczy. Zaobserwowano też tendencję krótszego całkowitego czasu

przeżycia w chorych z NDRP, którzy posiadali wysoki poziom ekspresji HMGA1

mierzony we krwi 100 dni po operacji.
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Przeprowadzone badania pozwalają na stwierdzenie, że gen HMGA1 jest

istotnym czynnikiem biorącym udział w procesie nowotworzenia w tkance płuc, a

oznaczanie poziomu jego ekspresji zarówno w tkance nowotworowej, jak i krwi

obwodowej posiada wartość prognostyczną u pacjentów z NDRP.
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9. ABSTRACT

Lung cancer is one of the most common, but also the most deadly cancers, both

globally and in Poland. Genetic heterogeneity of lung cancer cells may determine the

course of the disease and the outcome of treatment. For this reason, new, better than

the current prognostic and predictive factors for this cancer are being searched, e.g.

within changes in the sequence or expression of genes. It seems particularly valuable

to find markers that could be assessed in readily available biological material like

peripheral blood.

The aim of the doctoral thesis was to assess the prognostic value of the HMGA1

gene in lung cancer. This gene encodes the non-histone protein HMGA1, whose

function is to regulate the transcription of other genes. Both the expression of the

HMGA1 gene and the amount of the HMGA1 protein are often elevated in cancer cells

and correlate with the severity of the disease. So far, the prognostic value of the level

of HMGA1 gene expression has been demonstrated in the case of e.g. pancreatic,

stomach and endometrial cancer. However, little is known about its role in lung cancer.

The conducted analyzes showed that the level of HMGA1 expression is

significantly higher in lung cancer tissue, regardless of its histological type, and may

be potentially useful as a marker of neoplastic tissue. It is also related to sex, age and

clinical stage of patients with lung cancer. High levels of HMGA1 expression are

associated with shorter overall and progression-free survival in patients with lung

adenocarcinoma, but such a relationship has not been confirmed in patients with

squamous cell carcinoma. The participation of the HMGA1 protein in the process of

carcinogenesis may be associated with its functional interaction with proteins

important for the regulation of the cell cycle, regulating transcription, modeling

chromatin, or synthesis of cholesterol.

It was observed that the level of HMGA1 expression in the peripheral blood of

NSCLC patients monitored at the time of diagnosis, 100 days and 1 year after surgery

decreased systematically over time. The level of HMGA1 expression in the blood one

year after surgery was significantly higher in smokers. There was also a trend of

shorter overall survival in NSCLC patients who had high levels of HMGA1 expression

measured in blood 100 days after surgery. The conducted research allows for the
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conclusion that the HMGA1 gene is an important factor involved in the process of

carcinogenesis in the lung tissue, and the determination the level of its expression both

in the neoplastic tissue and in the peripheral blood has a prognostic value in patients

with NSCLC.
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10. KOPIE ARTYKUŁÓW STANOWIĄCYCH CYKL
PUBLIKACJI
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