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Lista stosowanych skrotow:

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

ALK (ang. anaplastic lymphoma kinase) — kinaza chtoniaka anaplastycznego
DRP (ang. small cell lung cancer, SCLC) — drobnokomérkowy rak ptuca
EGF (ang. epidermal growth factor) — naskérkowy czynnik wzrostu

EGFR (ang. epidermal growth factor receptor) — gen kodujacy receptor dla
naskdérkowego czynnika wzrostu

FOXM1/HMGAL/G6PD (ang. forkhead box protein M1-high mobility group AT-
hook 1-G6PD) — sciezka regulacji transkrypcji

HMG (ang. high mobility group proteins) — biatka o wysokiej ruchliwosci
elektroforetycznej

HMGAL - biatko z rodziny A biatek 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) — niedrobnokomérkowy rak ptuca

PD-L1 (ang. programmed death-ligand 1) — ligand programowanej smierci komarki
1

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

PI3K/AKT (ang. phosphatidylinositol 3-kinase-serine/treonine kinase) — sciezka
sygnalizacji komérkowej

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

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

siRNA (ang. small interfering RNA) — mate interferujace RNA
TGFp (ang. transforming growth factor f) — transformujacy czynnik wzrostu beta

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

TP53 (ang. tumour protein 53) — gen supresorowy



VEGF (ang. vascular endothelial growth factor) — czynnik wzrostu srodbtonka
naczyniowego

WNT/b-katenina (ang. proto-oncogene Int-1 homolog- 3-catenin) — szlak
sygnalizacji komdrkowej


https://pl.wikipedia.org/wiki/J%C4%99zyk_angielski
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1. WYKAZ PUBLIKACJI STANOWIACYCH PODSTAWE
POSTEPOWANIA W SPRAWIE O NADANIE STOPNIA
NAUKOWEGO DOKTORA

Podstawe ubiegania si¢ 0 stopien doktora nauk medycznych i nauk o zdrowiu
w dyscyplinie nauki farmaceutyczne stanowi cykl publikacji z lat 2021-2022

0 tacznym wspotczynniku oddziatywania IF: 9,188 i punktacji MEiIN: 320.

1. Lias Saed, Ewa Olechnowicz, Ewa Balcerczak, Marek Mirowski,
Aleksandra Satagacka-Kubiak. Znaczenie biatek HMGA1l, HMGA2 i
HMGB1 oraz ich gendéw w raku ptuca. UMedical Reports 2021, 3, £.0dz,
Uniwersytet Medyczny w L.odzi, ISBN 978-83-961774-4-5, MEIN: 80

2. Lias Saed, Agnieszka Jelen, Marek Mirowski, Aleksandra Satagacka-
Kubiak. Prognostic Significance of HMGAL 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 tochowski, Ewa Olechnowicz,
Aleksandra Satagacka-Kubiak. HMGAL 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, MEIiN: 100



2. SYLWETKA NAUKOWA | OPIS DOROBKU NAUKOWEGO
DOKTORANTA

Ukonczytem studia magisterskie na kierunku Farmacja na Wydziale
Farmaceutycznym Uniwersytetu Medycznego w todzi. W roku 2016
obronitem prace magisterska pt.: ,,Elektroforetyczne metody wykrywania
proteinaz obecnych w surowicach i lizatach komorek nowotworowych z
uzyciem technik zymograficznych i biotynylowanego jodoacetamidu”,
zrealizowanag w Zaktadzie Biochemii Farmaceutycznej i Diagnostyki
Molekularnej w todzi pod kierunkiem prof. dr hab. n. farm. Marka
Mirowskiego. Wynik uzyskane w pracy magisterskiej zostaty opublikowane w
Folia Medica Lodziensia w 2016 r.

Po ukonczeniu jednolitych studiéw magisterskich, w roku 2016,
podjatem prace w aptece ogdlnodostepnej, gdzie obecnie zajmuje stanowisko
zastepcy kierownika. W roku 2019 rozpoczatem takze prace na stanowisku
kierownika hurtowni farmaceutycznej. Prace te kontynuuje nieprzerwanie do
dzis. Ukonczytem kursy m.in. monitorowania badan klinicznych (poziom
zaawansowany) oraz szkolenia z ramach projektu ,,FARM@BIO -
zintegrowany  system  rozwoju kompetencji  studentébw  Wydziatu
Farmaceutycznego oraz Wydzialu Nauk Biomedycznych i Ksztatcenia
Podyplomowego Uniwersytetu Medycznego w Lodzi w odpowiedzi na
potrzeby spoteczenstwa, rynku pracy oraz gospodarki opartej na wiedzy”.

W pazdzierniku 2018 r. rozpoczatem stacjonarne studia doktoranckie w
Zaktadzie Biochemii Farmaceutycznej i Diagnostyki Molekularnej w t.odzi.
Tematyka rozprawy doktorskiej dotyczy oceny wartosci prognostycznej genu
HMGA1 w raku ptuca. Pierwszy etap pracy polegat na poznaniu technik
stosowanych w ocenie poziomu ekspresji gendéw oraz przygotowaniu
teoretycznym do wybranej tematyki badan, czego efektem jest opublikowana
monografia wieloautorska dotyczaca znaczenia biatek HMGAL, HMGAZ2 i
HMGB1 oraz ich genébw w raku ptuca. W kolejnych etapach badan
doskonalitem metody analiz oraz rozwijatem swoj warsztat metodologiczny.
Wykorzystujac publicznie dostepne dane zgromadzone w repozytoriach
genomicznych przeprowadzitem analizy poziomu ekspresji genu HMGA1 w

raku ptuca oraz jego znaczenia prognostycznego w tym nowotworze.



Postugujac sie technikami biologii molekularnej przeprowadzit badania
ekspresji genu HMGA1l w tkankach pozyskanych od pacjentow z
niedorobnokomérkowym rakiem piuca i nastepujaca oceng jej wartosé
prognostycznej w tym nowotworze. Wyniki tych badan zostaty opublikowane
w roku 2022 w postaci dwdéch petnotekstowych artykutéw naukowych.

W ramach przewidzianego dla doktorantow pensum dydaktycznego
prowadzitem ¢wiczenia laboratoryjne z biochemii na kierunkach farmacja i
kosmetologia oraz seminaria dotyczace terapii monitorowanej na kierunku
analityka medyczna. Obecnie pelnie funkcje nauczyciela przedmiotu
farmakologia w ramach kursow dla opiekunéw medycznych powadzonych
przez Centrum Edukacji i Rozwoju Osobistego CEIRO. Jestem takze autorem
publikacji w czasopismie popularyzujacym zdrowy styl zycia MODA NA
ZDROWIE pt.: "Koronawirus — wszystko co powinienes o nim wiedziec¢”.

Jestem wspotautorem pieciu petnotekstowych publikacji naukowych
(tfaczny IF 11,93 taczna punktacja MEIN 390) oraz trzech komunikatow
przedstawianych na konferencjach w formie posterow. Sumaryczny Impact
Factor na rok wydania publikacji w prezentowanym cyklu wynosi: 9,19, a

sumaryczna liczba punktéw MEiN: 320.

Publikacje niewchodzace w sklad rozprawy doktorskiej:

1. Paulina Mtudzik, Jacek Pietrzak, Lias Saed, Damian Wodzinski, lda
Franiak-Pietryga, Marek Mirowski. Elektroforetyczna identyfikacja
proteinaz cysteinowych w surowicach pacjentow z przewlekta biataczka
limfocytowa (PBL) z wykorzystaniem biotynylowanego jodoacetamidu.
Folia Medica Lodziensia, 2016, 43/1:35-52

2. Michalska K, Balcerczak E, Jelen A, Saed L, Pietrzak J, Zebrowska-
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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blot and real-time PCR methods used in analysis of metalloproteinases in
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melanoma diagnosed patients. European Pharmaceutical Students
Association, “Bringing Pharmacy Knowledge and Students Together”,
kwiecien 2017.

2. Lias Saed, Ewa Olechnowicz, Ewa Balcerczak, Aleksandra Satagacka-
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pacjenta”. Sosnowiec, 3 grudnia 2021.
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3. WSTEP

3.1 Rak pluca

Rak ptuca jest jednym z najczesciej diagnozowanych nowotworow ztosliwych
oraz stanowi jedna z najczgstszych przyczyn zgonow wywotanych
nowotworami ztosliwymi w skali calego swiata [1]. Wedlug danych
zgromadzonych przez Krajowy Rejestr Nowotwordw rak ptuca i tchawicy jest
tez drugim co do czestosci zachorowan nowotworem ztosliwym zaréwno u
kobiet, jak i u m¢zczyzn w Polsce [2]. Do roku 2040 prognozowany jest wzrost
zachorowalnosci na raka ptuca na swiecie 0 okoto dwie trzecie wartosci
obecnych wskaznikéw [3].

Najwazniejszym czynnikiem ryzyka zachorowania na raka ptuca jest
aktywne palenie tytoniu, inne to promieniowanie jonizujace, ekspozycja na
azbest, rakotworcze substancje chemiczne i niektdre metale ciezkie (kadm,
otéw, nikiel, arsen) [4,5]. Jego rozwojowi moga sprzyjaé rowniez czynniki
hormonalne i genetyczne [6].

Do najistotniejszych czynnikdw molekularnych bioragcych udziat w
procesie kancerogenezy w ptucach naleza geny regulujace takie procesy jak
kontrola cyklu komorkowego, réznicowanie komorek, naprawa DNA, czy
metabolizm ksenobiotykow. Ugruntowana jest tu rola genow 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). Niepodwazalny jest tu takze
udziat genow dla biatek z rodziny naskdérkowego czynnika wzrostu (EGF, ang.
epidermal growth factor) czy tez nadekspresja receptora dla naskérkowego
czynnika wzrostu (EGFR, ang. epidermal growth factor receptor), ktdrego
stata stymulacja daje sygnat do podziatu komorki i w rezultacie zwigkszania
masy nowotworu. W kolejnych etapach kancerogenezy nast¢puje stymulacja
powstawania nowych naczyn krwionosnych, gdzie stymulujaca role odgrywaja
czynnik wzrostu srodbtonka naczyniowego (VEGF, ang. vascular endothelial
growth factor) i tozyskowy czynnik wzrostu (PGF, ang. placental growth
factor) [6].
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3.2

Pierwotne nowotwory ptuca dzieli sie na cztery gtéwne typy
histologiczne: rak gruczotowy (45%), rak ptaskonabtonkowy (30%), rak
drobnokomérkowy (15%), rak wielkokomorkowy (10%). Inne typy stanowia
mniej niz 1% wszystkich rozpoznan. W praktyce klinicznej stosuje sie podziat
na drobnokomdérkowy (DRP) i niedorbnokomarkowe raki ptuca (NDRP) [4].
Rokowanie dla chorych na raka piluca zalezy gtownie od stopnia
zaawansowania klinicznego ocenianego w systemie TNM (ang. tumour-nodes-
metastasis system) oraz - w przypadku raka gruczotowego - typu i podtypu
histologicznego. Rokowanie w DRP jest ogolnie gorsze niz w NDRP [7].

W przypadku NDRP u chorych potencjalnie operacyjnych (stopnie
zaawansowania I-Il1 oraz 1ll) opcje terapeutyczne obejmuje¢ chirurgiczng
resekcje guza, uzupetniajaca radioterapi¢ i uzupetniajaca chemioterapic. W
przypadkach wiekszego zaawansowania, u chorych nieoperacyjnych,
stosowane sg radioterapia i radiochemioterapia. U chorych z uogélnionym
NDRP z aktywujacymi zaburzeniami genetycznymi [mutacje genu EGFR
(ang. epidermal growth factor receptor), rearanzacje gendéw ALK (ang.
anaplastic lymphoma kinase) i ROS1 (ang. proto-oncogene tyrosine-protein
kinase)] postepowaniem z wyboru jest terapia ukierunkowana molekularnie:
inhibitory kinaz tyozynowych EGFR (erlotynib, gefitynib, afatynib, mertynib),
ALK i ROS1 (kryzotynib). W przypadkach, gdzie potwierdzono ekspresje PD-
L1 (ang. programmed death-ligand 1) za pomocg techniki
immunohistochemicznej, mozliwa jest immunoterapia w wykorzystanie
inhibitorow PD-1 (niwolumab, pembrolizumab).

Podstawowym sposobem leczenia DRP jest chemioterapia oparta o
zwiazki platyny. U chorych w stopniach I-111 wg TNM celowe jest stosowanie

radiochemioterapii [4,7].

Gen HMGAL1 i bialko HMGA1 w procesie powstawania i
prognozowaniu przebiegu nowotworow

Biatko HMGAL (wczesniej HMG-I/HMG-Y), kodowane przez gen HMGA1,
nalezy do grupy biatek o tzw. wysokiej ruchliwosci elektroforetycznej (ang.
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high mobility group proteins, HMG), matych niehistonowych biatek zwanych
»czynnikami architektonicznymi”, poniewaz powoduje prostowanie, zginanie,
rozwijanie DNA oraz moduluje strukture nukleosoméw i chromatyny. Przez to
reguluje replikacje, rekombinacje i naprawe DNA, jak rowniez aktywnos¢
transkrypcyjna gendéw kodujacych biatka zaangazowane w takie procesy jak
np. réznicowanie i podziaty komorkowe, migracja czy apoptoza. Czasteczki
cztonkéw rodziny A biatek HMG, do ktdrej nalezy HMGAL, wyr6zniaja si¢
wystepowaniem trzech domen zwanych hakami AT (ang. AT-hook) o
powinowactwie do fragmentéw DNA bogatych w adening i tymine w rejonach
promotorow genow i miejsc regulujacych transkrypcje [8].

Wykazano, ze fizjologicznie wysoka ekspresja HMGAL jest
charakterystyczna dla tkanek embrionalnych, natomiast w dojrzatych
zroznicowanych komorkach jest niewykrywalna lub wystepuje na niskim
poziomie [9]. Nasilenie ekspresji tego genu lub zwiekszone ilosci biatka
HMGAL stwierdzano w tkankach wielu réznych nowotworow ztosliwych
m.in. raka piersi [10], zotadka [11], jelita grubego [12], macicy [13], glejakow
[14], widkniakomigsakow [15] i kostniakomigsakow [16].

HMGA1 ma wiasciwosci onkogenne, ale jak biatko prowadzi do
transformacji nowotworowej, nie jest w peini wyjasnione [17,18].
Dowiedziono, ze moze ono odgrywac role jako element kluczowych do
nowotworzenia szklakow sygnatowych, np. TGFp (ang. trasforming growth
factor p), PISK/AKT (ang. phosphatidylinositol 3-kinase-serine/treonine
kinase), WNT/B-katenina (ang. proto-oncogene Int-1 homolog- s-catenin) [19-
22], modulowa¢ ekspresji gendw istotnych dla regulacji apoptozy, procesu
zapalnego, zjawiska przejscia nabtonkowo-mezenchymalnego czy naprawy
DNA [23]. Nasila takze wychwyt glukozy i jej aerobowych przemian komérek
nowotworowych [24], jak rowniez ich proliferacje i migracje [25-27].

Czynny udziat biatka HMGA1l w nowotworzeniu sktonit do
poszukiwania zastosowania nadekspresji HMGAL, jak i zwiekszonych ilosci
biatka HMGAU1 jako czynnika prognostycznego w réznych nowotworach. Dla
wielu nowotworow ztosliwych poziom ekspresji genu HMGAL i zmienione
ilosci biatka HMGAL zostaty powigzany z wysokim stopniem ztosliwosci,

opornosciag na chemioterapi¢, sktonnoscia do przerzutowania i niska
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3.3

przezywalnoscig pacjentow [17,22]. Poziom biatka HMGA1 byt ujemnie
skorelowany z rokowaniem klinicznym w raku jelita grubego, raku prostaty,

piersi, czy tarczycy [28-30].

Gen HMGAL1 i bialko HMGA1 w raku ptuca

Nadekspresje genu HMGAL, jak i zwigkszong ilos¢ biatka HMGAL w
porownaniu z komorkami prawidtowego nabtonka oskrzeli stwierdzano
dotychczas w komdrkach licznych linii raka ptuca [31,32]. W wigkszos¢ badan
tkanek pierwotnych nowotwordéw ztosliwych ptuca stwierdzano wyzsza
ekspresje genu HMGAL i wieksza ilos¢ biatka HMGAL niz w prawidtowej
tkance ptuc [31-35]. Przyczyna nadekspresji HMGA1 w rakach ptuc moga by¢
czynniki epigenetyczne badz amplifikacjag genu HMGAL [36-38]. Wzrost ilosci
HMGA1 byt obserwowany w komdrkach oskrzeli o cechach hiperplazji,
metaplazji i dysplazji, co sugeruje, ze do uaktywnienia genu HMGAL1 dochodzi
na wczesnym etapie kancerogenezy [34]. Barh i wsp. [33] zaobserwowali
podwyzszong ekspresje HMGAL takze we krwi chorych z NDRP o typach raka
ptaskonabtonkowego i gruczolakoraka w poréwnaniu z poziomem tej ekspresji
we krwi 0sob zdrowych.

Zwiekszona ekspresja HMGAL zaréwno na poziomie mRNA, jak i
biatka zwigzana jest z udziatem HMGA1 w regulacji waznych komérkowych
szlakéw przekazywania sygnatu. W komarkach nabtonka oskrzeli biatko to jest
jednym z gtéwnych elementéw sieci molekularnej, aktywowanej przez
nieprawidiowa konstytutywna sygnalizacje PI3K/AKT [21] i jednym z
gtéwnych gendw w sieci oddziatywan z miRNA w patogenezie NDRP [33,39-
41]. Onkogenne dziatanie HMGAL1 wigze si¢ m.in. z jego udziatem w
procesach adhezji i migracji oraz inwazyjnosci komorek oraz procesie
przejscia nabtonokowo-mezenchynalnego [31,32,42].

Poza opisang powyzej rola HMGALl w procesie powstawania
nowotworow ptuc, biatko to ma rowniez potencjalne znaczenie w odpowiedzi
na konwencjonalng chemioterapig, jak i leczenie celowane. Zhang i wsp. [43]

udowodnili, 2z  HMGAL,  wspottworzac  sciezke  regulacyjna

15



FOXM1/HMGAL1/G6PD (ang. forkhead box protein M1-high mobility group
AT-hook 1-G6PD), moze przyczyniac si¢ do opornosci na cisplatyne komérek
NDRP. Nasilenie fosforylacji HMGAL zwigzane z sygnalizacja zalezng od
EGFR skutkuje opornoscia na gefitinib, a wyciszenie ekspresji HMGAL nasila
dziatanie tego leku w komorkach ludzkiego gruczorakoraka ptuc [44].

Poniewaz nasilenie ekspresji HMGAL1 badz zwigkszenie ilosci
kodowanego przez niego biatka jest cecha charakterystyczng nowotworéw
ptuca, poprowadzone byty eksperymenty majace na celu ocene uzytecznosci
hamowania tej ekspresji. Blokowanie ekspresji HMGAL za pomoca sekwencji
natysensownych ostabiato proliferacje hodowanych komorek raka ptuca [45].
Jednoczesne wyciszenie HMGAL za pomoca SiRNA i podanie IL-24 dawato w
efekcie istotny spadek ekspresji AKT (ang. serine/threonine kinase) oraz
zdolnosci do migracji i inwazyjnosci komdrek raka ptuca in vitro [41].

Prognostyczne znaczenie ekspresji genu HMGAL i biatka HMGA1
udowodnione dla réznych nowotworow ztosliwych, jak i obserwowana
nadekspresja HMGA1 i zwigkszona ilos¢ HMGA1 w tkankach raka ptuca staty
si¢ przyczynkiem do poszukiwanie prognostycznego znaczenia ich znaczenia
w tym nowotworze. Wigkszos¢ z nich dotyczyta badania biatka HMGAL i jak
dotad nie przyniosty one jednoznacznych wynikéw. Sarhadi i wsp. [34]
wykazali zwigzek miedzy obecnosci biatka HMGAL w jadrach komorek
gruczolakoraka ptuca i krotszym czasem przezycia chorych. Wysoka ekspresja
genu HMGAL1 byta zwigzana z krotszym czasem przezycia chorych z NDRP w
badaniu przeprowadzonym przez Ma i wsp. [32]. Wysoka ekspresja biatka
HMGAL1 w tkance NDRP byta zwigzana z wielkoscia guza, obecnoscia
przerzutow do weztdw chtonnych i przerzutow odlegtych oraz z wyzszym
zaawansowaniem wg klasyfikacji TNM, jak réwniez niskim zr6znicowaniem
histologicznym tkanki nowotworowej. W analizie wieloczynnikowej byta
niezaleznym negatywnym czynnikiem prognostycznym i laczyla si¢ z
krétszym czasem przezycia chorych [35,43]. Podobnych zaleznosci miedzy
iloscig HMGAL1 a przezyciem pacjentow z NDRP nie zanotowali natomiast Lin
i Peng [46].

16



ZALOZENIA | CEL PRACY

Rak ptuca, pomimo postgpow w zrozumieniu czynnikow ryzyka jego
rozwoju, patogenezy, jak i pojawiania si¢ nowych metod leczenia, pozostaje
jednym z najczestszych, a zarazem najbardziej $miertelnych nowotworéw na
swiecie. Dominujacym podtypem raka ptuca, ktory odpowiada za ok. 85% jego
przypadkow, jest NDRP. Analizy genomiczne i badanie szlakow sygnatowych
ujawnity, ze guzy NDRP wykazujag duza heterogennosci genetyczng i
komdrkowa, co moze determinowac¢ przebieg choroby oraz wyniki leczenia
chirurgicznego i farmakologicznego. Dlatego nowych, doskonalszych niz
obecne czynnikow prognostycznych i predykcyjnych dla tego nowotworu
poszukuje sie m.in. w obrebie zmian w sekwencji badz ekspresji genow.
Szczegolnie pozadane jest znalezienie markerow, ktére mogtyby by¢ ocenione
w tawo dostgpnym materiale biologicznym, np. krwi obwodowej.

Obiecujagcym czynnikiem prognostycznym raku ptuca moze by¢
poziom ekspresji genu HMGAL. Gen ten koduje niehistonowe biatko HMGAL,
ktdrego zadaniem jest regulowanie indukowanej transkrypcji genow. Ekspresja
genu HMGAL, jak i ilos¢ biatka HMGAL jest czesto wysoka w komorkach
nowotworowych i koreluje z zaawansowaniem choroby lub zdolnoscig do
tworzenia przerzutow. Wartos¢ prognostyczng poziomu ekspresji genu
HMGA1 wykazano w przypadku niektorych nowotwordéw, m.in. raka trzustki,
zotadka, endometrium, czy raka watrobowokomérkowego. Jednak wiedza na
temat jego znaczenia w raku ptuca jest wcigz ograniczona.

W niniejszej pracy poszukiwano odpowiedzi na pytanie, czy poziom
ekspresji genu HMGA1 moze by¢ czynnikiem prognostycznym w raku ptuca,
jak rowniez czy oznaczanie poziomu HMGA1 we krwi obwodowej u chorych
z NDRP w czasie diagnozy i okresie pooperacyjnym moze by¢ czynnikiem
uzytecznym w przewidywaniu dalszego przebiegu choroby.

Cele szczegotowe badan realizowanych w ramach rozprawy
doktorskiej:

e 0cena wartosci prognostycznej poziomu ekspresji genu HMGAL w raku
ptuca przy wykorzystaniu publicznie dostepnych danych zgromadzonych w

bazach genomicznych

17



e o0cena wartosci prognostycznej poziomu ekspresji genu HMGA1 w

tkance nowotworowej i krwi pozyskanych od chorych z NDRP.
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5. OMOWIENIE OSIAGNIEC BADAWCZYCH W PRACACH
WCHODZACYCH W SKLAD CYKLU

Uzasadnienie polaczenia publikacji w cykl:

Publikacje wybrane do cyklu poruszaja tematyke znaczenia prognostycznego genu
HMGAL w raku ptuca. Przedstawiany cykl publikacji jest spojny tematycznie, zawiera
trzy uzupeiniajace si¢ prace. Pierwsza publikacja o charakterze pogladowym
(,,Znaczenie biatek HMGA1, HMGA2 i HMGBL1 oraz ich genéw w raku ptuca”)
poprzedza wiasciwe badania i stanowi przeglad aktualnego pismiennictwa na temat
wybranych biatek i kodujacych je genow z rodziny HMG, tj. HMGAL, HMGAZ2 i
HMGBL - ich charakterystyke oraz role w procesie nowotworzenia. Gtéwna jej czesé
obejmuje szczegbtowe omowienie wynikéw dotychczasowych badan dotyczacych
ekspresji wymienionych genéw i biatek i ich znaczenia prognostycznego w
nowotworach ptuc. Stosunkowo niewielka ilos¢ danych na temat ekspresji genu
HMGAL1 w nowotworach ptuc oraz niejednoznaczne ich wyniki, co oméwiono w
monografii, uzasadnity wybér dalszych dziatan naukowych, ktore staty sie podstawa
pozostatych dwdch pozostatych prac sktadajacych sie na cykl.

W drugiej publikacji (,,Prognostic Significance of HMGAL Expression in Lung
Cancer Based on Bioinformatics Analysis”) przedstawiono wyniki analiz
bioinformatycznych publicznie dostgpnych danych wielkoskalowych porownujacych
poziom ekspresji HMGAL w tkankach raka ptuc do ekspresji tego genu w prawidtowej
tkance tego narzadu oraz oceniajacych zwiagzek ekspresji HMGA1 w tkance
nowotworowej z cechami kliniczno-patologicznymi oraz czasem przezycia pacjentow
z rakiem ptuca. Trzecia publikacja (,,HMGA1L gene expression level in cancer tissue
and blood samples of non-small cell lung cancer (NSCLC) patients: preliminary
report”) stanowi rozwiniecie wczesniejszych badan in-silco o ocene ekspresji genu
HMGA1 réwnolegle w pozyskanej srodoperacyjnie tkance nowotworowej i krwi
obwodowej pobranej od pacjentdw z NDRP. Jej celem byta ocena potencjalnej
uzytecznosci oznaczania tej ekspresji, szczegdlnie we krwi, w prognozowaniu
przebiegu NDRP.

Publikacja nr 1: Lias Saed, Ewa Olechnowicz, Ewa Balcerczak, Marek Mirowski,
Aleksandra Satagacka-Kubiak. Znaczenie biatek HMGA1, HMGA2 i HMGBL1 oraz
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ich gendéw w raku ptuca. UMedical Reports 2021, 3, £.6dz, Uniwersytet Medyczny w
Lodzi, ISBN 978-83-961774-4-5, MNiSW: 80

Doktorant w publikacji dokonat przegladu i wyboru pismiennictwa oraz przygotowat
i korygowat jej manuskrypt. Udziat pozostatych autoréw zostat przedstawiony w

oswiadczeniu znajdujacym si¢ na koncu niniejszej rozprawy doktorskiej.

Celem monografii byto omoOwienie znaczenia wybranych biatek z rodziny
HMG: tj. HMGA1, HMGA?2 i HMGBJ1, oraz kodujacych je genéw w raku ptuca.
Czes¢ wprowadzajagca monografii syntetycznie przedstawia epidemiologie, czynniki
ryzyka i molekularne podstawy rozwoju raka ptuca, jak rowniez dostarcza krotkiej
charakterystyki i podziatu systematycznego rodziny biatek HMG. Giéwna czgs¢
monografii stanowi przeglad aktualnej wiedzy na temat znaczenia wymienionych
trzech biatek i kodujacych je gendw w procesie transformacji nowotworowej w raku
ptuca oraz uzytecznosci oceny ekspresji wymienionych genow i biatlek w
prognozowaniu przebiegu i wynikdw terapii tego nowotworu. Przewazajaca czgsé
danych przedstawionych w monografii wskazuje, ze ekspresja gendbw HMGAL,
HMGA2 i HMGBL1, jak réwniez ilosci kodowanych przez nie biatek ulegaja
zwigkszaniu w tkance raka ptuca w stosunku do prawidtowych tkanek tego narzadu,
co wiaze si¢ z funkcja tych biatek w istotnych dla przebiegu nowotworzenia procesach
proliferacji, apoptozy, migracji, przerzutowania, autofagii i neoangiogenezy. W pracy
przedstawiono takze udziat mikroRNA w regulacji poziomu ekspresji wymienionych
gendw, jak rowniez miejsce omawianych biatek w szlakach sygnalizacyjnych
kluczowych dla rozwoju raka ptuc. Przedstawiono takze nieliczne jak dotad i
sprzeczne dane dotyczace zwigzku poziomu ekspresji genow HMGA1l, HMGA? i
HMGBL i ilosci kodowanych przez nie biatek w tkance guza nowotworowego z takimi
cechami jak obecnos¢ przerzutdw, stopien zaawansowania klinicznego, stopien
zréznicowania histologicznego, a takze czasem przezycia pacjentow, co stanowito
podstawe wyboru tematyki dalszych badan. Dodatkowo, przyblizono rolg

omawianych gendw i biatek w odpowiedzi na chemioterapie w raku ptuca.

Publikacja nr 2: Lias Saed, Agnieszka Jelen, Marek Mirowski, Aleksandra Satagacka-
Kubiak. Prognostic Significance of HMGAL 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 opracowat koncepcj¢ badan, wybrat narzedzia badawcze,
wykonat analizy oraz przygotowat i korygowat jej manuskrypt. Udziat pozostatych
autoréw zostat przedstawiony w oswiadczeniu znajdujacym sie na koncu niniejszej

rozprawy doktorskiej.

Publikacja miata na celu zintegrowang analiz¢ publicznie dostepnych danych
wielkoskalowych (m.in. Oncomine, TIMER2.0, TNMplot, UALCAN) dotyczacych
ekspresji genu HMGA1 w raku ptuca. Przeprowadzone analizy poréwnawcze
wykazaty, ze HMGAL ulega nadekspresji zarbwno w DRP, jak i NDRP, w poréwnaniu
zarbwno z sasiednimi niezmienionymi nowotworowo tkankami ptuc, jak i
nienowotworowymi tkanka ptuc oséb zdrowych. Wykazano zwigzek ekspresji
HMGAL a poziomem metylacji tego genu w raku ptuca. Podwyzszona ekspresja
HMGAL1 byta zwiazany z cechami kliniczno-patologicznymi, takimi jak pte¢, wiek i
stopien zaawansowania klinicznego. Wysoki poziom ekspresji HMGA1 wiazat si¢ z
krétszym czasem przezycia catkowitego i wolnego od progresji wsrod pacjentow z
gruczolakorakiem ptuc, ale nie u pacjentdw z rakiem ptaskonabtonkowym ptuc.
Zbudowana sie¢ interakcji biatko-biatko ujawnita, z2 HMGA1 moze wspdtpracowaé
z biatkami zaangazowanymi w starzenie si¢ komorek i kontrole cyklu komaérkowego,
regulacje transkrypcji, przebudowe chromatyny oraz biosynteze cholesterolu. Analizy
wykazaty, ze nadekspresja HMGAL moze by¢ istotnym elementem kancerogenezy

ptuc i czynnikiem prognostycznym w tym nowotworze.

Publikacja nr 3: Lias Saed, Ewa Balcerczak, Mariusz *tf.ochowski, Ewa

Olechnowicz, Aleksandra Satagacka-Kubiak. HMGAL 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 dokonat badania ekspresji badanego genu w tkance

nowotworowej, analizowat i opracowat wyniki oraz przygotowat i korygowat
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manuskrypt. Udzial pozostatych autoréw zostat przedstawiony w oswiadczeniu

znajdujacym si¢ na koncu niniejszej rozprawy doktorskiej.

Celem byta ocena ekspresji genu HMGAL w grupie pacjentéw z NDRP i ocena
jej zwigzku z wybranymi czynnikami kliniczno-patologicznymi oraz czasem
przezycia chorych. Ekspresja genu zostata oznaczona w pobranej srédoperacyjnie
tkance nowotworowej, jak i krwi obwodowej pobranej w czasie diagnozy oraz 100 dni
i 1 rok po operacji usunigcia guza pierwotnego. Zaobserwowano, ze sredni poziom
ekspresji HMGAL we krwi systematycznie zmniejszat si¢ do momentu rozpoznania
nowotworu do 1 roku po operacji. Poziom ekspresji HMGAL we krwi 1 rok po operacji
byt istotnie wyzszy u palaczy w poréwnaniu z niepalagcymi. Zaobserwowano tendencje
do krotszego catkowitego czasu przezycia u pacjentow, u ktérych wystepowat wysoki
poziom ekspresji HMGA1 mierzony we krwi 100 dni po operacji. Poziom ekspresji
HMGAL w tkance guza nowotworowego nie byt zwigzany z cechami klinicznymi ani
z catkowitym czasem przezycia pacjentow z NDRP. Ponadto nie stwierdzono korelacji
migdzy poziomem ekspresji HMGAL mierzonym w tkance guza i w probach krwi.
Uzyskane wyniki sugeruja, ze poziom mRNA HMGA1l we krwi moze by¢
obiecujacym czynnikiem uzytecznym w prognozowaniu przebiegu choroby w chorych
z NDRP.
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6. PODSUMOWANIE | WNIOSKI

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

HMGAL moze by¢ czynnikiem prognostycznym w raku ptuca, jak roéwniez czy

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

diagnozy i okresie pooperacyjnym moze by¢ czynnikiem uzytecznym w

przewidywaniu dalszego przebiegu choroby.

Uzyskane w wyniku realizacji niniejszej pracy doktorskiej wyniki pozwolity

na sformutowanie nastepujacych obserwacji i wnioskow:

1.

Poziom ekspresji genu HMGAL jest wyzszy w tkance raka ptuca, niezaleznie od
jego typu histologicznego, zaréwno w poréwnaniu do przylegajacej do guza
tkanki prawidtowej, jak i prawidtowej tkanki ptuc, co potwierdza istotny udziat
HMGAL w procesie nowotworzenia w tym narzadzie.

Podwyzszony poziom ekspresji HMGA1 w tkance raka ptuca moze by¢ wynikiem
zmniejszonego poziomu metylacji genu HMGAL

Proonkogenne dziatanie podwyzszonej ekspresji HMGAL moze by zwigzane z
interakcja biatka HMGAL z biatkami zaangazowanymi w starzenie si¢ komorek i
kontrole cyklu komorkowego, przebudowg chromatyny oraz biosynteze
cholesterolu.

Poziom ekspresji HMGA1 w tkance nowotworowej jest zwigzany ze stopniem
zaawansowania klinicznego u pacjentéw z NDRP, co wskazuje na potencjalng
wartos¢ prognostyczng tego poziomu.

Wysoki poziom ekspresja HMGA1 wigze si¢ z krotszym catkowitym i wolnym od
progresji czasem przezycia pacjentéw z gruczorakorakiem ptuca, ale nie z rakiem
ptaskonabtonkowym ptuca, co dowodzi, ze znaczenie prognostyczne HMGAL
moze by¢ ograniczone do wybranych podtypdw histologicznych raka ptuca.
Obserwacja, ze poziom ekspresji genu HMGA1 oznaczany we krwi obwodowej
chorych z NDRP systematycznie zmniejszat si¢ w okresie monitorowania
badanych chorych, jak rowniez zanotowana tendencja do krétszego catkowitego
czasu przezycia u pacjentdéw, u ktérych wystepowat wysoki poziom ekspresji
HMGAL mierzony we krwi 100 dni po operacji, wskazuja, ze 0znaczanie poziomu
ekspresji HMGA1 we krwi obwodowej u chorych z NDRP moze by¢ potencjalnie

wykorzystane jako marker prognostyczny w tej jednostce chorobowe;.
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Uzyskane wyniki wskazuja, ze poziom ekspresji genu HMGA1l w tkance
nowotworowej moze zosta¢ potencjalnie wykorzystany w praktyce klinicznej
jako czynnik prognostyczny u 0s6b z rakiem ptuca. Oznaczanie poziomu HMGA1
we krwi obwodowej u chorych z NDRP w czasie diagnozy i okresie
pooperacyjnym moze by¢ czynnikiem mogacym przewidywac dalszy przebieg tej

choroby.
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8. STRESZCZENIE

Rak ptuca nalezy do najczesciej wystepujacych, ale i najbardziej smiertelnych
nowotworéw zarowno w Polsce, jak i w skali catego $wiata. Heterogennos¢
genetyczna komorek raka ptuc moze determinowac¢ przebieg choroby oraz wyniki
leczenia. Z tego wzgledu poszukuje si¢ nowych, doskonalszych niz obecne czynnikow
prognostycznych i predykcyjnych dla tego nowotworu m.in. w obrebie zmian w
sekwencji badz ekspresji gendw. Szczegolnie cenne wydaje sie znalezienie markeréw,
ktore mogtyby by¢ oceniane w tawo dostepnym materiale biologicznym, np. krwi
obwodowej.

Celem prac doktorskiej byta ocena wartosci prognostycznej genu HMGA1 w
raku ptuca. Gen ten koduje niehistonowe biatko HMGAL, ktdrego zadaniem jest
regulowanie transkrypcji innych genow. Zarowno ekspresja genu HMGAL, jak i ilos¢
biatka HMGAL jest cz¢sto podwyzszona w komérkach nowotworowych i koreluje z
zaawansowaniem choroby. Dotychczas wykazano prognostyczng warto$¢ poziomu
ekspresji genu HMGA1 w przypadku m.in. raka trzustki, zotadka, endometrium.
Jednak wiedza na temat jego znaczenia w raku ptuca jest wcigz niewielka.

Przeprowadzone analizy wykazaty, ze poziom ekspresji HMGAL jest istotnie
wyzszy w tkance raka ptuca, niezaleznie od jego typu histologicznego i moze by¢
potencjalnie uzyteczny jako marker tkanki nowotworowej. Jest on takze zwigzany z
picig, wiekiem oraz stopniem zaawansowania klinicznego chorych z rakiem ptuca.
Wysoki poziom ekspresji HMGAL wiaze si¢ krotszym catkowitymi i wolnym od
progresji czasem przezycia pacjentow w gruczorakorakiem ptuc, ale zaleznosci takiej
nie potwierdzono wsrdd chorych z rakiem ptaskonabtonkowym. Udziat biatka
HMGA1 w procesie nowotworzenia moze by¢ zwigzany z jego funkcjonalng
interakcjag z biatkami waznymi dla regulacji cyklu komorkowego, regulujacymi
transkrypcje, modelujagcymi chromatyne czy biorgcymi udziat w syntezie cholesterolu.

Zaobserwowano, ze poziom ekspresji HMGA1 we krwi obwodowej pacjentow
z NDRP monitorowany z momencie diagnozy, 100 dni i 1 rok po operacji zmniejszat
si¢ systematycznie w czasie. Poziom ekspresji HMGAL we krwi rok po operacji byt
istotnie wyzszy u palaczy. Zaobserwowano tez tendencje krétszego catkowitego czasu
przezycia w chorych z NDRP, ktorzy posiadali wysoki poziom ekspresji HMGA1
mierzony we krwi 100 dni po operacji.
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Przeprowadzone badania pozwalajg na stwierdzenie, ze gen HMGA1 jest
istotnym czynnikiem biorgcym udziat w procesie nowotworzenia w tkance ptuc, a
oznaczanie poziomu jego ekspresji zarowno w tkance nowotworowej, jak i Krwi

obwodowej posiada wartos¢ prognostyczng u pacjentow 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 HMGAL
gene in lung cancer. This gene encodes the non-histone protein HMGAL, whose
function is to regulate the transcription of other genes. Both the expression of the
HMGAL gene and the amount of the HMGAL 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 HMGAL 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 HMGAL 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 HMGAL 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 HMGAL expression

measured in blood 100 days after surgery. The conducted research allows for the
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conclusion that the HMGAL 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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Streszczenie: Rak ptuca nalezy do najczesciej rozpoznawanych nowotworéw ztosliwych i odpowiada
za najwiekszy odsetek zgonow z powodu nowotwordw na swiecie. Liczne badania dowodzg istotnej
roli biatek o wysokiej ruchliwosci elektroforetycznej (ang. high mobility group, HMG) w procesie
nowotworzenia w ptucach. Biatka HMG to grupa niehistonowych biatek chromatynowych,
zaangazowanych m.in. w regulacje proceséw transkrypcji, replikacji i naprawy DNA. Wykazano, ze
istnieje tendencja do wyraznego wzrostu ekspresji genéw HMG oraz ilosci kodowanych przez nie
biatek w raku ptuca w stosunku do tkanki niezmienionej nowotworowo. Badania in vitro i in vivo
dostarczajg dowodow, ze biatka te mogg uczestniczy¢ w procesie transformacji nowotworowe;j
tkanki ptucnej, nasila¢ proliferacje, inwazyjnosc i zdolnos¢ do przerzutowania komadrek. Poziom
ekspresji wybranych genow i bialek HMG jest zwigzany z cechami kliniczno-patologicznymi raka
ptuca, takimi jak obecnosc¢ przerzutow, stopien zaawansowania klinicznego, stopien zréznicowania
histologicznego, jak rowniez z czasem przeiycia pacjentéw. W pracy przedstawiono obecny stan
wiedzy na temat ekspresji genéw HMGA1, HMGA2 i HMGB1 i kodowanych przez nie biatek
w nowotworach ptuca oraz jej znaczenia w procesie transformacji nowotworowej w tym narzadzie.
Zebrano takze wyniki dotychczasowych badan nad uzytecznoscig oceny ekspresji w prognozowaniu

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

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

course of lung cancer and its possible use in the therapy of the disease.

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

AKT — kinaza biatek B

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

AP1 - czynnik transkrypcyjny

APC (ang. adenomatous polyposis coli) — biatko kodowane przez gen supresorowy APC
avp3 - integryna

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

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

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

Beclin1-PI3K-1ll - kompleks biatkowy

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

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

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

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

z uszkodzeniem, alarminy

DICER1 - gen kodujacy endorybonukleaze DICER

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

EGFR (ang. epidermal growth factor receptor) — receptor dla naskérkowego czynnika wzrostu
elF2o. (ang. eukaryotic Initiation Factor 2 alpha) — czynnik inicjujgcy translacje

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

E2F1 - czynnik transkrypcyjny

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

FOS - czynnik transkrypcyjny

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

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

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

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

GSKIP (ang. glikogen synthase kinase 3 beta interacting protein) — biatko regulujgce GSK33
G6PD — dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa

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

HMGB - rodzina biatek HMG kodowanych przez geny HMGB

HMGBI1/RAGE (ang. high mobility group protein B1 — receptor for advanced glycation end
products) — sciezka sygnalizacji komarkowej

HMGN - rodzina biatek HMG kodowana przez geny HMGN

IL-24 — interleukina 24

IRE1a — endorybonukleaza
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JAK3 — kinaza biatkowa

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

JUN = czynnik transkrypcyjny

JUN-B — czynnik transkrypcyjny

KRAS — protoonkogen

let-7 — rodzina czasteczek mikroRNA

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

MAPK (ang. mitogen-activated protein kinase) — kinaza aktywowana mitogenami
MAPK/ERK1/2 (ang. mitogen-activated protein kinase — extracellular signal-regulated kinase) —
$ciezka sygnalizacji komdrkowej

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

miR — mikroRNA

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

MYC - protoonkogen, kodujacy czynnik transkrypcyjny MYC

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

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

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

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

pAKT - fosforylowane biatko AKT

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

p-ERK — fosforylowana forma ERK

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

P53 — czynnik transkrypcyjny o wtasciwosciach supresora nowotworowego

P65 — czynnik transkrypcyjny, podjednostka NF-kB

P73 — biatko jadrowe

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

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

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

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

RB1 — gen supresorowy

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

SIRT1 (ang. sirtuin 1, silent mating type information regulation 2 homolog 1) — sirtuina 1
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SLUG — czynnik transkrypcyjny, SNAI2

SNAI1 — czynnik transkrypcyjny

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

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

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

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

TP53 — gen supresorowy

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

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

VEGF (ang. vascular endothelial growth factor) — czynnik wzrostu $rédbtonka naczyniowego
VIM (ang. vimentin) — gen kodujacy wimentyne

Whnt — mysie glikoproteiny sygnatowe

WNT/B-katenina — sciezka sygnalizacji komorkowej
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1. Wprowadzenie

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

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

Rozwdj raka pluca jest procesem wieloletnim i wieloetapowym. Inicjacja procesu
nowotworowego zachodzi miedzy innymi poprzez narazenie organizmu na dziatanie czynnikéw
kancerogennych, gtownie tych zawartych w dymie tytoniowym. Rak ptuca wystepowat rzadko przed
XX wiekiem, a istniejace obecnie $wiatowe zréznicowanie zachorowalnosci na ten nowotwér wynika
w duzym stopniu z historycznych rdznic w rozpowszechnieniu i ograniczeniu palenia tytoniu (Thun
iin., 2012). U palacza wystepuje 10-30-krotnie wyzsze ryzyko zachorowania niz u osoby niepalacej.
Rowniez bierne palenie zwieksza ryzyko rozwoju tego nowotworu. Zawarte w dymie papierosowym
zwigzki chemiczne z grupy policyklicznych weglowodoréw aromatycznych (m.in. benzopiren,
dwubenzopiren, benzoantracen, metylochryzen i nitronaftalen), jak réwniez aminy aromatyczne
i Polon 210 moina zaliczy¢ do grupy zwigzkéw kancerogennych (Grzelewska-Rzymowska, 2003).
Powstajg one z nieaktywnych zwigzkéw o charakterze prokancerogendw na skutek ich metabolizmu
(gtownie hydroksylacji) przez monooksygenazy z rodziny cytochroméw P-450, zlokalizowane
w retikulum endoplazamatycznym komaérek ptuc. Na przyktad benzopiren metabolizowany jest do
silnie elektrofilowego diolu epoksydu, fatwo atakujgcego nukleofilowe miejsca w zasadach DNA.
Prowadzi to do tworzenia sie adduktow i w konsekwencji do uszkodzen w tarcuchu kwasu
nukleinowego. Zmiany te moga powodowac amplifikacje gendw lub zapoczatkowywac powstawanie
aberracji chromosomowych, co z kolei moze prowadzi¢ do transformacji nowotworowej. Rak ptuca
mozie byc rowniez indukowany na skutek zawodowej ekspozycji na azbest, radon, promieniowanie
jonizujace i zanieczyszczenia atmosferyczne oraz niektére metale: otéw, kadm, arsen, nikiel. Jego
rozwojowi mogq takie sprzyja¢ czynniki hormonalne i predyspozycje genetyczne (Marcinak
i Kotodziej, 2010).

Do molekularnych czynnikéw transformacji nowotworowej w raku ptuca zalicza sie geny
odpowiedzialne m.in. za kontrole cyklu komdrkowego i roznicowanie sie komarek. Nalezg do nich
protoonkogeny (KRAS, MYC) i geny supresorowe (RB1, TP53), geny kodujace biatka biorgce udziat

w naprawie DNA, geny odpowiedzialne za kodowanie enzyméw metabolizujacych ksenobiotyki oraz
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geny kodujace biatka z rodziny naskérkowego czynnika wzrostu (EGF, ang. epidermal growth factor).
W transformacji nowotworowej raka pluca istotna jest nadekspresja receptora dla naskérkowego
czynnika wzrostu (EGFR, ang. epidermal growth factor receptor). Receptor ten ma aktywnos¢ kinazy
tyrozynowej, ktéry po potaczeniu z EGF ulega dimeryzacji i przekazuje sygnat do podziatu komérki,
co prowadzi do zwiekszania masy nowotworu. Stata stymulacja receptora prowadzi do progresji
nowotworu. Na tym etapie dochodzi do aktywacji istotnych czynnikéw stymulujacych proces
angiogenezy, jak czynnik wzrostu $rédbtonka naczyniowego (VEGF, ang. vascular endothelial growth
factor) lub tozyskowy czynnik wzrostu (PGF, ang. placental growth factor) (Marcinak i Kotodziej,
2010). Powstajg nowe naczynia krwionosne i limfatyczne, niezbedne do dostarczania substancji
odzywczych rosngcemu nowotworowi. Nastepuje takze wzrost ilosci biatek enzymatycznych
hydrolizujgcych btony podstawne komorek. Ostatecznie umozliwia to komaérkom nowotworowym
ich proteolityczne odrywanie od masy guza i formowanie przerzutéw.

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

Rodzina HMGB (wczesniej HMG-1 i -2) reprezentowana jest przez cztery biatka: od HMGB1 do
HMGB4. Cztonkowie tej rodziny charakteryzuja sie obecnosciag w swojej budowie dwéch domen
wigzacych DNA (ang. HMG-box, B-box) o ksztatcie przypominajagcym bumerang, ktére powstajg
poprzez fatdowanie trzech helis rozdzielonych polipeptydowymi petlami. Podobnie jak biatka HMGA,
maja one zdolnos¢ wiazania sie do mniejszej bruzdy DNA, lecz interakcja ta nie jest specyficzna
wzgledem sekwencji nukleotydowej (Reeves i Adair, 2005).

Do rodziny HMGN (wczesniej HMG-14 i-17) zaliczono dotad piec biatek oznaczonych od HMGN1
do HMGNS. Kaida czasteczka HMGN posiada trzy domeny funkcjonalne: dwudzielng domene
lokalizacji  jgdrowej, domene wigzacg czasteczki rdzenia nukleosomu i domene
transaktywacji / rozwijania chromatyny. W odrdznieniu od biatek HMG z rodzin A i B, ktore
preferencyjnie tacza sie z zagietymi lub odksztatconymi fragmentami DNA, biatka z rodziny N wigza
sie z nukleosomami bez specyficznosci wzgledem sekwencji DNA. Ostabiajg w ten sposéb wigzanie
histonéw H1 do nukleosoméw i przez to wptywaja na strukture chromatyny (Nanduri i in., 2020;
Reeves i Adair, 2005).

Biatka niehistonowe HMG sg nazywane dodatkowymi ,czynnikami architektonicznymi”,
poniewaz powodujg prostowanie, zginanie, rozwijanie badz tworzenie sie petli DNA w miejscu jego
wigzania lub modulujg strukture nukleosomu i chromatyny. Reguluja badz utatwiaja procesy
jadrowe zaleine od DNA, a tym samym wptywaja na fenotypy komérkowe. Koordynujg takze udziat
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innych biatek w transkrypcji, replikacji i naprawie DNA. Reguluja aktywnos¢ transkrypcyjna genéw
uczestniczacych w réznicowaniu komérek, cyklu komérkowym, migracji komarek i ich transformacji
oraz apoptozie. Uczestnicza takze w procesie integracji retrowirusdw in vitro (Reeves i Beckerbauer,
2001).

Geny HMGA1 i HMGA2 ulegaja ekspresji podczas embriogenezy, natomiast ich ekspresja jest
niska badi niewykrywalna w dojrzatych, zréinicowanych tkankach (Vignali i Marracci, 2020). Do
powtdrnego uaktywnienia tych gendw dochodzi podczas procesu nowotworzenia. Nadekspresja
gendw HMGAI i/lub HMGA2Z2 byta stwierdzana m.in. w raku piersi, jelita grubego, jajnika i trzustki.
W nowotworach tych biatka HMGA uczestnicza w kluczowych dla procesu transformacji szlakach
sygnalizacyjnych, jak WNT/B-katenina, PI3K/AKT czy RAS/RAF/MEK/ERK (Pallante i in., 2015). Ich
onkogenne dziatanie wigze sie ze zdolnoscia do indukowania czynnikéw transkrypcyjnych E2F1
i AP1, indukowania ekspresji cykliny A, inaktywowania apoptozy zaleznej od P53, zaburzania procesu
naprawy DNA, nasilania ekspresji biatek prozapalnych czy modulowania ekspresji gendw
zaangazowanych w proces przejicia nabtonkowo-mezenchymalnego (EMT, ang. epidermal-
mesenchymal transition) (Fusco i Fedele, 2007). Niemal dla wszystkich nowotwordow ztosliwych
potwierdzono zwigzek nadekspresji gendw HMGA z wysokim stopniem ztosliwosci, opornoscig na
chemioterapie, tendencjg do przerzutowania i niska przezywalnoscig chorych (Pallante i in., 2015).

W odréznieniu od biatek z rodziny HMGA biatko HMGBL1 jest obecne w niemal wszystkich
komadrkach organizmow eukariotycznych. Jego funkcje istotnie zaleza od jego lokalizacji
komdrkowej. Wystepujace w jadrze komorkowym HMGB1 wigze sie do DNA i tworzy kompleksy
z biatkami jgdrowymi, m.in. P53, P73. Stabilizuje strukture nukleosomadw, reguluje ekspresje gendw,
bierze udziat w naprawie DNA. Wydzielane aktywnie za posrednictwem lizosomdéw poza komérke
badz z ulegajacych nekrozie komdrek nowotworowych jest czgsteczkg stymulujacq aktywnosé
komdrek uktadu odpornosciowego. Podwyiszone ilosci biatka HMGB1 w komdrkach
nowotworowych, jak i we krwi byly stwierdzane u chorych na réznego rodzaju nowotwory (Dingi in.,
2017; Smolarczyk iin., 2012; Wu i Yang, 2018; Wu i in., 2018a).

W pracy przedstawiono obecny stan wiedzy na temat znaczenia biatek HMGA1, HMGA2
i HMGB1 oraz kodujgcych je genéw w procesie transformacji nowotworowej w raku ptuca. Zebrano
takze wyniki badan nad uzytecznoscig ekspresji wymienionych gendw i biatek w prognozowaniu

przebiegu i terapii tego nowotworu.

2. Gen HMGAL1 i biatko HMGA1

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

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

W raku pfaskonabtonkowym ptuca metoda poréwnawczej hybrydyzacji genomowej
stwierdzono amplifikacje regionu 6p12~p21.1, gdzie potozony jest ulegajacy nadekspresji gen
HMGA1 (Kettunen i in., 2004). Prawdopodobnie wysoka ekspresja genu HMGA1 jest zjawiskiem
powszechnym, niezaleznym od typu histologicznego raka ptuca. Profilowanie za pomoca
mikromacierzy ¢cDNA wykazato, ze HMGAL jest jednym z gendw, ktdre powszechnie ulegajg
nadekspresji zarowno w raku ptaskonabtonkowym, jak i gruczolakoraku ptuca (Kettunen i in., 2004;
Wikman i in., 2002). Co ciekawe, rearanzacje chromosomowe obejmujace geny HMGA byty
opisywane w tagodnych zmianach nienowotworowych ptuca (hamartoma), w ktérych stwierdzano
indukcje tych genow (Kayser i in., 2003). Obecnos¢ biatka HMGA1 w jgdrach komdrkowych
w wiekszosci badanych tkanek raka ptuca, niezaleznie od typu histologicznego, stwierdzili rowniez
Sarhadi i wsp. (2006). Korelowata ona pozytywnie z poziomem ekspresji HMGAla i HMGAlb
w badaniu potilosciowym RT-PCR. Ekspresji tej nie stwierdzono natomiast w tkance prawidlowej
ptuca. Obecnos¢ pozytywnie barwiacych sie komérek zaobserwowano natomiast w nabtonku
oskrzeli o cechach hiperplazji, metaplazji i dysplazji, co swiadczy¢ moze, ze biatko HMGAL bierze
udziat juz we wczesnych etapach procesu nowotworowego. Podwyzszong ekspresje genu HMGAI
stwierdzono takze we krwi chorych z NSCLC, zaréwno w raku ptaskonabtonkowym, jak
i gruczolakoraku — w poréwnaniu z osobami zdrowymi (Barh i in., 2013).

Doktadna rola genu HMGA1 w patogenezie raka ptuca nie zostata jeszcze dobrze poznana.
Dotychczasowe badania dostarczaja dowodéw, ze gen HMGAI moize byé odpowiedzialny za
zaburzenie funkcjonowania kluczowych szlakéw sygnatowych, co prowadzi do rozwoju wielu
nowotwordw, w tym raka ptuca (Pallante i in., 2015). Profilowanie RNA technika mikromacierzy
przeprowadzone w komarkach nabtonka oskrzelowego wykazujgcych ekspresje zmutowanego genu
PI3K dowiodto, ze biatko HMGA1 jest elementem zespotu czynnikdw transkrypcyjnych zwigzanych
z nieprawidfowg sygnalizacjg w szlaku PI3K/AKT w raku ptuca. Komorki pochodzace z NSCLC (A549,
NCI-H460, NCI-H596, NCI-H226, CALU1) z aktywowanym biatkiem AKT wykazywaty wyisza ekspresje
genu HMGAI niz komdrki z niskg aktywnoscig AKT (NCI-H522, NCI-H23, BEN1). Badacze sugeruja, ze
biatko HMGA1 — obok czynnikéw MYC, JUN, JUN-B i FOS — jest jednym z gtéwnych weztéw wspdinej
sieci molekularnej, ktdre sa pobudzone przez konstytutywng sygnalizacje PI3K (Scrima i in., 2012).

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

Poszukuje sie genow docelowych dla biatka HMGA1, poprzez ktdre mogtoby ono wywierac swoj
onkogenny wptyw na komdrki. Wykazano, ze gen HMGA1 moze spetnia¢ role onkogenu kierujacego
transformacjg prawidtowych komédrek ptuc do fenotypu nowotworowego. Stwierdzono, ze
w procesie tym nastepuje zalezna od HMGA1l nadekspresja genu MMP-2 (ang. matrix
metalloproteinase-2). Zwieksza ona takie zdolnos¢ do migracji i inwazyjnos¢ komodrek
niezréznicowanego raka wielkokomaérkowego ptuca (linia H1299). Co ciekawe, biatko HMGA1 wigze
sie bezposrednio do promotora MMP-2 in vive w liniach raka wielkokomérkowego, ale nie
w komérkach linii raka ptaskonabtonkowego. Zahamowanie zas ekspresji genu HMGAI blokuje
niezalezny od macierzy zewnatrzkomorkowej wzrost komarek tego nowotworu (Hillion i in., 2009).
LiniPeng (2016) wykazali dodatnig korelacje ekspresji biatek HMGAZ1 i SIRT1 w NSCLC — zasugerowali
ich mozliwe wspodtoddziatywanie w procesie nowotworzenia poprzez wptyw na transkrypcje zalezng
od TP53.

Biatko HMGA1 moze sie takze przyczynia¢ do zmniejszenia efektywnosci terapii raka ptuca
zaréwno za pomoca lekéw konwencjonalnych, jak i terapii celowanych. Udowodniono, e biatko to
moze wspdtuczestniczy¢ w tworzeniu opornosci na cisplatyne w NSCLC. Wykazano, ze aktywacja
$ciezki regulacji transkrypcyjnej FOXM1/HMGAL/GEPD (ang. forkhead box protein M1-high mobility
group AT-hook 1-G6PD) przez transformujacy czynnik wzrostu beta 1 (TGFf31, ang. transforming
growth factor beta 1) zwieksza ekspresje dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej (G6PD),
kluczowego enzymu cyklu pentozofosforanowego. Jednoczesnie biatko HMGAL zwrotnie nasila
ekspresje TGFJj1, co sugeruje istnienie pozytywnego sprzeienia zwrotnego w osi regulatorowej
TGF1/FOXM1/HMGA1/TGFf1. Utrzymuje ono wysoka ekspresje G6PD, przyczyniajaca sie do
opornosci na cisplatyne (Rongwei Zhang i in., 2019). Istnieja takze dowody, ze podwyiszony poziom
fosforylacji HMGA1 przyczynia sie do opornosci na gefitinib poprzez wptyw na sygnalizacje w sciezce
zaleznej od EGFR. Wyciszenie ekspresji HMGA1 w ludzkich komoérkach gruczolakoraka ptuca wzmaga
efektywnos¢ gefitinibu poprzez reaktywowanie sygnalizacji od EGFR lub ptytkopochodnego czynnika
wzrostu (PDGF, ang. platelet-derived growth factor) (Wang i in., 2017).

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

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

Zhang i wsp. (2015b) w badaniu obejmujacym 145 pacjentdw z NSCLC wykazali, ze wysoka
ekspresja biatka HMGA1 w tkance nowotworowej byta zwigzana z wielkoscig guza nowotworowego,
obecnoscia przerzutow do weztdéw chlonnych i przerzutéw odleglych oraz z wyiszym
zaawansowaniem wg klasyfikacji TNM, jak rowniez niskim zréznicowaniem histologicznym tkanki
nowotworowej. W analizie wieloczynnikowej wysoka ekspresja biatka HMGA1 okazata sie byc
niezaleznym negatywnym czynnikiem prognostycznym i taczyta sie z krétszym czasem przezycia
chorych. Uzyskane wyniki sugeruja, ze biatko HMGA1 moze istotnie wptywac na proliferacje,
inwazyjnosc i zdolnos¢ do przerzutowania komérek NSCLC.

W innym retrospektywnym badaniu w grupie 205 pacjentéw z NSCLC udowodniono, ze
zwiekszona iloé¢ biatka HMGA1l w tkance nowotworowej, stwierdzana za pomocg techniki
immunohistochemicznej, wigzata sie z krotszym catkowitym czasem przezycia chorych
w poréwnaniu z pacjentami o matej ilosci HMGA1. Jednak wptyw badanego biatka na progresje
NSCLC jest prawdopodobnie zaleiny od innych czynnikéw. We wspomnianym badaniu wykazano, ze
ilo$¢ biatka HMGA1 w tkance nowotworowej koreluje z iloscia FOXM1 i G6PD, z ktérymi to HMGA1
tworzy wspoélna Sciezke regulacji transkrypcyjnej i ktére w ten sam sposéb wigzaty sie z TNM
i catkowitym czasem przezycia pacjentow (Zhang i in., 2019).

Nie wszystkie dotychczasowe badania potwierdzily jednak zwigzek ilosci biatka HMGA1
w tkance nowotworowej z czasem przezycia pacjentow z rakiem ptuca. Takiej zaleznosci nie
zanotowali Lin i Peng (2016), mimo ze w przeprowadzonym przez nich badaniu obecnos¢ biatka
HMGAL w probach tkanek NSCLC wigzata sie z niskim zroznicowaniem histologicznym nowotworu.
Badane biatko byto takie wykrywane czesciej u mezczyzn i w podtypie raka ptaskonabtonkowego
w porownaniu z gruczolakorakiem. Poprzez wykorzystanie profilu ekspresji mikroRNA, analizy
insilico opartej na odwrotnej transkryptomice (ang. reverse-transcriptomics) oraz analize
interaktomu. Barh i wsp. (2013) wytypowali siedem czynnikéw transkrypcyjnych, ktére mogtyby
stanowic biomarkery w diagnostyce raka ptuca. Jednym z nich byt gen HMGA1, ktdrego istotng
nadekspresje wykazali zaréwno w tkance nowotworowej, jak i we krwi pacjentow z NSCLC. Gen
HMGA1 nalezat tez do panelu wytypowanych genéw czynnikow transkrypcyjnych, ktérych ekspresja
oceniona w NSCLC pozwolita na réznicowanie raka drobnokomdrkowego i niedrobnokomadrkowego.
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taczna analiza danych dotyczacych metylacji wysp CpG i danych pochodzacych z sekwencjonowania
catego transkryptomu w gruczolakoraku ptuca wylonita dziesie¢ genéw o zmienionym poziomie
ekspresji i statusie metylacji, ktore byly istotnie zwigzane z przezywalnoscig chorych (He i in., 2018).
Do grupy tych genow zaliczony zostat HMGA1, ktéry wykazywat jednoczesnie hypometylacje
i nadekpresje, co dowodzi istotnego wptywu mechanizméw epigenetycznych w regulacji ekspresji
HMGA1 na proces rozwoju gruczorakoraka ptuc.

3. Gen HMGAZ i biatko HMGA2

Badania na myszach knock-out Hmga2-/Hmga2- dowiodly, ze gen Hmga2 ulega ekspresji
podczas rozwoju embrionalnego ptuc w tkankach dolnych drég oddechowych, gdzie jest niezbedny
do prawidiowej proliferacji oraz roznicowania komarek nabtonkowych. Knock-out Hmga2 prowadzit
do nasilonej sygnalizacji w Sciezce WNT poprzez zwiekszenie ilosci glikoprotein Wnt2b, Wnt7b
i Wnt11ijednoczesne zmniejszenie ilosci biatek o dziataniu antagonistycznym do Sciezki WNT: Gata6
(ang. GATA-binding protein 6) i Fzd2 (ang. frizzled homolog 2). Potwierdzono, ze biatko Hmga2
bezposrednio nasila ekspresje genu Gatab, a ten nastepnie zwieksza ekspresje genu Fzd2 (Singh i
in., 2014).

We wczesnych doswiadczeniach opartych na technikach hemi-nested RT-PCR i Southern-blot
nie wykryto u cztowieka ekspresji genu HMGAZ2 w prawidtowe] tkance ptuca ani tkance optucnej
(Barh i in., 2013). Dalsze badania dowiodly jednak, ze biatko HMGA?2 jest wykrywalne (w rosnacej
ilosci) w prawidlowym nabtonku oskrzelowym, zmianach o charakterze metaplazji i zmianach
dysplastycznych (Sarhadi i in., 2006). Rowniez ekspresja genu HMGAZ2 byla stwierdzana technika
qRT-PCR w prawidtowej tkance ptuc oséb zdrowych i chorych z NSCLC (Gao i in., 2017; Meyer i in.,
2007).

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

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

W czasie progresji nowotworu obserwuje sie proces EMT, podczas ktérego zachodza zmiany
morfologiczne w komorkach. Nastepuje modyfikacja fenotypu nabtonkowego na mezenchymalny,
ostabienie  powigzan  miedzykomdrkowych, nasilenie  oddzialywan  komdrka-macierz
zewnatrzkomorkowa i oddzielanie sie komodrek od blony podstawnej z towarzyszacymi im
charakterystycznymi zmianami molekularnymi, obejmujacymi m.in. EGF, PDGF, TGF, WNT/B-
katenina oraz sktadniki macierzy zewngtrzkomarkowej (Gos i in., 2009). Wyciszenie genu HMGA2 w
linii H1299 prowadzito do zwiekszenia ilosci biatek zwigzanych z procesem EMT: E-kadheryny oraz
zmniejszenia ilosci wimentyny i Twistl, bezposredniego represora E-kadheryny, a transdukcja
HMGA2 w linii A549 dawata przeciwne efekty (Gao i in., 2018). W analogicznym doswiadczeniu
przeprowadzonym przez Naghizadeh i wsp. (2019) transfekcja siRNA specyficznym dla HMGA2
komarek linii A549 powodowata nie tylko zalezne do dawki obnizenie ekspresji tego genu, ale takze
zmniejszenie ekspresji gendw zwigzanych z EMT: MMP1 (ang. matrix metallopeptidase 1), CXCR4
(ang. C-X-C chemokine receptor type 4), VIM (ang. vimentine). Udowodniono, ze wptyw biatka
HMGA?2 na proces EMT podlega regulacji przez biatko PP4R1 (ang. protein phosphatase 4 regulatory
subunit 1). Wykazano, ze PP4R1 nasila ekspresje genu HMGA2Z i zwieksza ilos¢ kodowanego przez
niego biatka w komérkach raka ptuca in vitro. Powoduje to aktywacje sciezki sygnalizacji MAPK/ERK,
a w konsekwencji zwigkszenie ilosci N-kadheryny, B-kateniny i wimentyny oraz zmniejszenie ilosci
E-kadheryny (Wang i in., 2020a). Ekspresja genu HMGAZ2 ulega rowniez nasileniu pod wplywem
dziatania angiogeniny (ANG), rybonukleazy z nadrodziny RNaz A. Indukowana ekspresja genu ANG
przy uzyciu wektorow adenowirusowych w linii komdrkowej ptaskonabtonkowgo raka ptuca (SK-
MES-1) powodowata nasilenie ekspresji genow MMP-2, HMGA2, NFKB i BCL2. Przy uzyciu
immunoprecypitacji chromatyny i testu lucyferazowego wykazano, ze biatko ANG wigze sie
bezposrednio do promotora genu HMGA2, co powoduje nasilenie inwazyjnosci i zdolnosci do
migracji komérek SK-MES-1 (Xu i in., 2016). Szereg doswiadczen in vitro przeprowadzonych na

komadrkach NSCLC dowiodt, ze onkogenne biatko transbtonowe MUC1-C aktywuje wraz z NF-kB (ang.

nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) transkrypcje genu LIN28B. Prowadzi
to do zmniejszenia ekspresji mikroRNA let-7 i zwigkszenia ekspresji genu HMGAZ, a to promuje EMT
i nasila zdolno$¢ do samoodnowy komorek raka ptuca (Alam i in., 2015).
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Dla wzrostu komérek nowotworowych kluczowy jest balans miedzy podziatami a apoptoza.
Tworzenie kolonii komdrkowych przez komarki in vitro jest wypadkowg nasilenia mitozy i apoptozy.
Istniejg dowody, ze biatko HMGA2 moze regulowac wzrost nowotworu takze poprzez wplyw na
proces apoptozy. Wyciszenie genu HMGA2 w linii komdrkowej H1299 powodowato zmniejszenie
ilosci anty-apoptotycznego biatka BCL2 i nasilenie aktywnosci kaspaz 3 i 9, natomiast transfekcja
HMGA2 dawata przeciwny efekt (Gao i in., 2017).

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

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

MikroRNA, jako post-transkrypcyjne regulatory syntezy biatek, moga regulowac proces
translacji badZ wptywac na stabilnos¢ mRNA. Wykazano, Zze nadekspresja miR-195 zmniejszata
ekspresje HMGA2 zardwno na poziomie mRNA, jak i biatka w komérkach linii H1299 (Gao i in., 2017).
Analogiczne wyniki uzyskano w badaniu oddziatywania miR-541 w liniach SK-MES-1i H226 (Xu iin.,
2018) i miR-495 w linii A549 (Sun i in., 2019). Mozliwe jednak, ze sposdb regulacji jest zalezny od
rodzaju mikroRNA, zaobserwowano bowiem, ze nadekspresja miR-219 w liniach A549 iH460
redukowata poziom biatka HMGA2, ale nie zmieniata poziomu mRNA HMGAZ (Sun i in., 2017).
Hamowanie procesu translacji HMGA2 w komorkach raka ptuca A549 nastepuje réwniez pod
wptywem pre-let-7g, prekursorowe]j czasteczki mikroRNA Jet-7g (Park i in., 2010). Nalezy ona do
rodziny mikroRNA Jet-7, dla ktérych w 3'UTR ludzkiego genu HMGAZ2 znaleziono siedem miejsc
komplementarnych. Opisano chromosomowe translokacje w nowotworach, ktére prowadza do
produkcji skroconego mRNA HMGA2, nieposiadajgcego tych miejsc komplementarnych. Prowadza
one do zniesienia represji HMGAZ2 przez let-7, co promuje niezalezny do zakotwiczenia wzrost
komdrek, charakterystyczny dla transformacji nowotworowej (Mayr i in., 2007). W atypowych
rakowiakach ptuca ekspresja genu HMGA2 korelowata negatywnie z ekspresjg hsa-let-7f-5p
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mikroRNA, dla ktérego HMGAZ2 jest przewidywanym genem docelowym (Di Fazio i in., 2017).
Wykazano, ze ektopowa ekspresja let-7 w komarkach linii raka pluca H1299 zmniejsza ilos¢ mRNA
HMGAZ2 i biatka HMGAZ oraz zdolnos$¢ do proliferacji tych komarek. To dziatanie let-7 polega na
destabilizacji mRNA w cytoplazmie. W komdrkach H1299, gdzie uzyskano stabilng ekspresje genu
HMGA2 posiadajacego otwartg ramke odczytu, ale bez 3'UTR, transfekcja let-7 nie spowodowata
zmniejszenia ekspresji skroconego mRNA HMGAZ2, ale zmniejszyta ekspresje mRNA HMGAZ2 o petnej
diugosci. Nadekspresja HMGA2 bez regionu 3’UTR pozwala na zniesienie hamujacego wptywu let-7
na proliferacje komdrek. Jest to dowodem na to, ze w nowotworach ptuca moze dochodzi¢ do
aktywacji onkogendw poprzez translokacje eliminujace 3’UTR, ktore zawierajg miejsce docelowe dla
let-7 (Yong i Dutta, 2007).

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

Podobnie jak dla genu HMGA1 i kodowanego przez niego biatka, réwniez w przypadku genu
HMGA2Z poszukuje sie zwigzku miedzy poziomem jego ekspresji a cechami kliniczno-patologicznymi
w grupach chorych z rakiem ptuca. Meyer i wsp. (2007) nie stwierdzili zaleznosci miedzy poziomem
ekspresji genu HMGAZ w tkance nowotworowej a typem histologicznym, stopniem zawansowania
wg klasyfikacji TNM czy stopniem ztosliwosci. Jednakze badanie to przeprowadzono na niewielkiej
liczbie przypadkow. Inne badania na wiekszych grupach wykazaty, ze poziom ekspresji genu HMGA2
i/lub ilos¢ biatka HMGA2 sg wyzsze w raku ptaskonabtonkowym niz gruczolakoraku (Eide i in., 2016;
Sarhadiiin., 2006), a ilos¢ biatka HMGA2 w tkance nowotworowej koreluje pozytywnie ze stopniem
ztosliwosci histologicznej nowotworu (Di Cello i in., 2008).

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

4. Gen HMGB1 i biatko HMGB1

Wysoka ekspresja HMGB1 zaréwno na poziomie mRNA, jak i biatka byta stwierdzana w réznych
liniach komorkowych NSCLC (A549, SPC-1-1, NCI-2170, SK-MES-1, NCI-H1299) i byta istotnie wyisza
niz w komdrkach ludzkich fibroblastéw ptodowych WI-38 (Zhang i in., 2015a). W komérkach A549
transfekcja genu HMGBI1 powodowata wzrost ilosci biatka HMGB1 zaréwno w jadrze komérkowym,
cytoplazmie, jak i przestrzeni miedzykomérkowej (Liu i in., 2017).

Dotychczas przeprowadzono liczne badania dotyczace wystepowania i znaczenia ekspresji genu
HMGB1 i kodowanego przez niego biatka w tkankach raka ptuca. Wyniki wiekszosci z nich zostaty
zebrane i tacznie opracowane w dwdch metaanalizach przez Feng i in. (2016) i Xia i in. (2016).
Wedtug obu tych analiz, uwzgledniajgcych wyniki oznaczers metodami ELISA, Western-blot i technikg
immunohistochemiczna, ilos¢ biatka HMGB1 w tkance nowotworowej byla istotnie wyzsza niz
w tkance przylegajacej niezmienionej nowotworowo, jak i prawidtowej tkance ptuca pobranej od
o0séb bez nowotworu. Réwniez ekspresja genu HMGB1 oznaczana metodg gRT-PCR byta istotnie
wyzsza w tkance nowotworowej w poréwnaniu z prawidtows tkanka ptuca.

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

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

Polimorfizm ten jest poftozony w regionie 3’ przylegajacym do genu HMGBI1 i moze wplywac na
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poziom jego ekspresji. Analiza danych w bazie Genotype-Tissue Expresion Project wykazata istnienie
tendencji do zmniejszonego poziomu ekspresji genu HMGB1 u 0séb posiadajacych co najmniej jeden
allel T dla rs1045411 w pordwnaniu z homozygotami CC. Ponadto obecnosé haplotypu G/T/C
ztozonego z trzech SNPs HMGB1 (rs1360485/rs1045411/rs2249825) wigzata sie ze zmniejszonym
niemal o potowe ryzykiem rozwoju raka wzgledem najczesciej wystepujacego w badanej populacji
haplotypu A/C/C. W badaniu tym nie wykazano natomiast zwigzku polimorfizmow SNP rs2249825
(3814C/G), rs1412125 (-1615T/C) i rs1360485 (3'UTR, T/C) z ryzykiem rozwoju raka ptuca (Hui in.,
2017).

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

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

Podobnie jak wczesniej opisane biatka z rodziny HMGA, rowniez HMGB1 bierze udziat
w procesie nowotworzenia, wplywajac na takie procesy jak cykl komdrkowy i proliferacja, inwazja
i migracja czy apoptoza. Biatko to wywiera jednak swoje onkogenne dziatanie nie tylko wewnatrz
komorek podlegajacych transformacji, lecz takie po uwolnieniu z komorek nekrotycznych.
Dotychczasowe wyniki badan dowodza, ze kluczowym i integrujgcym dla udziatu HMGB1 w réinych
procesach komorkowych jest czynnik NF-kB. Wykazano, ze nadekspresja miR-449a zmniejsza ilos¢
biatka HMGB1 i zapobiega fosforylacji P65 (pNF-xkB) w komdrkach A549. Wyindukowana
nadekspresja genu HMGB1 jest w stanie czesciowo przywraécic ekspresje biatka P65 (Wu i in., 2019a).

Udowodniono, ze wyciszenie genu HMGB1 za pomocg siRNA w komorkach A549 i H1299
powoduje zahamowanie migracji i inwazyjnosci komoérek (Zhang i in., 2013). HMGB1 promuje
inwazje i przerzutowanie komorek raka ptuca poprzez zwiekszanie ekspresji biatka MMP-2,
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a dziatanie to wywiera poprzez sygnalizacje zalezng od NF-kB. llo$¢ biatka MMP-2 byta podwyiszona
w komorkach A549 i H1299 pod wplywem podawania biatka HMGB1, jednak efekt ten byt znacznie
ostabiony poprzez blokowanie za pomoca siRNA genu P65 kodujacego podjednostke NF-kB (Wui in.,
2018c). W innym badaniu stwierdzono, ze ekspresja genu MMP-9 (ale nie MMP-2) oraz zdolnos¢ do
przerzutowania i inwazji byly wyisze w komorkach raka ptuca A549 i H23, gdzie wyindukowano
nadekspresje genu HMGBI1, lecz efekt ten byt znacznie ostabiony poprzez zastosowanie
selektywnych inhibitoréw PI3K/AKT i NF-kB. Natomiast wyciszenie genu HMGBI1 w komorkach A549
i H23 za pomocg siRNA wywotato przeciwny efekt — spadek ekspresji genu MMP-9 i ostabienie
przerzutowania tych komérek. Dodatkowo stwierdzono korelacje pomiedzy poziomami ekspresji
genow HMGB1 i MMP-9 w tkance NSCLC (Liu i in., 2010). HMGBL1 indukuje migracje komadrek NSCLC
takze poprzez nasilanie ekspresji integryny avp3, co prowadzi dalej do fosforylacji biatka FAK
(ang. focal adhesion kinase) i nasila ekspresje genéw kodujacych paksiline i taline, jak réwniez
aktywuje biatka TLR4 (ang. toll-like receptor 4) i NF-xB (Zhu i in., 2016).

Interesujace dane dotyczace zaangazowania HMGBL w procesy proliferacji, inwazji i migracji
komdrek przyniosty doswiadczenia z zastosowaniem pirogronianu etylu, inhibitora biatka HMGB1,
ktory hamuje jego wydzielanie poza komorke. Stwierdzono, ze zwigzek ten hamuje proliferacje,
inwazje i migracje komorek NSCLC oraz indukuje ich apoptoze. Doswiadczenia in vitro wykazaly, ze
powodowat on tez zalezne od dawki zmniejszenie ekspresji HMGBL1 i jego receptora RAGE zaréwno
na poziomie mRNA, jak i biatka, hamujac tym samym $ciezke sygnalizacji HMGB1/RAGE.
Jednoczesnie zmniejszat tez, na poziomie mRNA, jak i biatka, ekspresje PCNA (ang. proliferating cell
nuclear antigen) i MMP-9 oraz zwiekszat ekspresje P53. Zmniejszat takie ekspresje biatek BCL-2
i MCL-1, a zwiekszat ekspresje biatka BAX. Wysokie stezenia pirogronianu etylu istotnie zmniejszaty
aktywacje biatek NF-xB i STAT3 poprzez zmniejszenie ilosci ich form ufosforylowanych (Liu i in.,
2019). Zaangazowanie HMGB1 w proces apoptozy i migracji komorek potwierdzajg takze badania
invivo. U myszy, ktérym wszczepiono komdrki NCI-H157 z nadekspresja miR-520a-3p,
zaobserwowano zmniejszenie ekspresji genu HMGB1 oraz ilosci kodowanego przez niego biatka
z jednoczesnym zmniejszeniem ilos¢ biatek MMP-2 i MMP-9, obnizeniem stosunku ilosci biatek BCL-
2/BAX, jak rowniez zwiekszeniem ilosci biatka kaspazy 3 (Lviin,, 2018).

HMGB1 promuje takze proces EMT. W tkance NSCLC wykazano jednoczesna, zwiekszong ilosé
biatka HMGB1 i markerdw EMT: a-SMA (ang. a-smooth muscle actin), wimentyny, B-aktyny.
Nadekspresja genu HMGB1 w komorkach A549 powodowata wzrost, natomiast wyciszenie przez
siRNA —spadek ekspresji na poziomie mRNA i biatka: a-SMA, wimentyny i f-aktyny. Nadekpresja ta
indukowata takze reorganizacje cytoszkieletu, gidwnie F-aktyny, ktora spetnia istotng role
w procesach migracji i inwazji komorek. Wyciszenie genu HMGBI przez siRNA nasilato adhezje
miedzykomodrkowg, zmniejszato ilos¢ F-aktyny oraz ostabiato migracje i inwazje komodrek.
Nadekspresja genu HMGB1 wplywata na obszar kontaktu miedzy komdrkami i promowata
wytwarzanie wydtuzonych filopodiéw o zwiekszonej stabilnosci (wigzki réwnolegle potozonych
filamentéw aktynowych i innych biatek wigzacych sie z aktyna). Dodatkowo u myszy, ktorym
wszczepiono podskérnie komdrki ludzkiego raka ptuca AS49 z nadekspresja genu HMGBI,
zaobserwowano nasilenie procesu EMT (Liu i in., 2017).

Woyciszenie przez siRNA genu HMGBI1 w hodowli komdrek A459 powodowato istotne
zmniejszenie ich proliferacji, zywotnosci i ruchliwosci. Przeciwnie, ektopowa nadekspresja genu
HMGB1 w komorkach H1299 istotnie zwiekszata ich zywotnosc i ruchliwosc¢ oraz prowadzita do
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aktywacji sciezki WNT/P-katenina i promowata proces EMT. Wyciszenie HMGB1 w komdrkach A549
powodowato nadekspresje markera epitelialnego — biatka E-kadheryny i zmniejszenie ekspresji
markerdw mezenchymalnych — biatek SNAI1, SLUG i N-kadheryny. Ponadto wyciszenie HMGBI
powodowato zmniejszenie ekspresji mRNA i/lub biatek c-Myc, cykliny D1, B-kateniny oraz
nadekspresje aksyny, GSK3p i APC. Poréwnywalne wyniki uzyskano w komaérkach H1299 z ektopowa
nadekspresjag HMGB1 i jednoczesnym podaniem inhibitora $ciezki WNT, C59 (Wangiin., 2020b). W
innym badaniu udowodniono, ze HMGB1 taczy sie bezposrednio z promotorem genu SNA/1,
pobudzajgc jego ekspresje (Wu i in., 2020).

Istniejg dowody, ze biatko HMGB1 reguluje procesy proliferacji i inwazji komorek raka ptuca
takie poprzez modulacje aktywacji sciezek ERK1/2 i p38/MAPK. Stwierdzono, ze egzogenna
ekspresja genu HMGB1 promowata proliferacje i inwazyjnos¢ komaérek A549 (linia z prawidtowg
forma genu EGFR) i nasilata réwniez ekspresje fosforylowanych form p38 i ERK1/2 (przy
niezmienionej ilosci tych biatek), a takze jadrowa ekspresje NF-kB. Podobne wyniki uzyskano w linii
NCI-H1975, ktéra posiada zmutowany gen EGFR, co wskazuje, ze ta Sciezka jest aktywowana
niezalenie od sygnalizacji EGFR (Sun i in., 2013).

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

Komarki eksponowane na czynniki stresowe zewnatrz- badz wewnatrzkomodrkowe uwalniajg
roznorodne sktadniki zwigzane ze zniszczeniem (ang. damage-associated molecular pattern,
DAMPs). Biatko HMGB1 jest jednym z DAMPs, uwalnianych z komdrek uszkodzonych
i nowotworowych (Wang i in., 2019). Powoduje ono wtedy m.in. nieinfekcyjng odpowiedz zapalng i
sprzyja przezywaniu komorek poprzez taczenie sie ze swoim receptorem przezbtonowym RAGE.
Pozakomdrkowo wystepujace biatko HMGB1 jest kluczowym koefektorem oligonukleotydéw CpG
w nasilaniu progresji wzrostu i inwazji komérek 95D, ktére rozpoznaja HMGB1 poprzez receptory
RAGE i TLR4. Stwierdzono, ze niemetylowane 20-merowe oligonukleotydy CpG w sposéb zalezny od
dawki stymulowaty komorki 95D ludzkiego raka ptuca do wydzielania biatka HMGB1, co nasilato
progresje tych komorek. Dziatanie takie bylo znoszone w duzej mierze pod wplywem inhibitorow
HMGB1, takich jak np. pirogronian etylu. Co wiecej, biatko HMIGB1 nasilato progresje komarek 95D
zarowno samodzielnie, jak i synergistycznie z oligonukleotydami CpG. Dowiedziono bowiem, ze
HMGB1 wigie sie z oligonukleotydami CpG, lecz dla wywierania ich synergistycznego wptywu
niezbedne s3 receptory RAGE i TLR4. W komadrkach 95D pod wptywem dziatania biatka HMGB1
dochodzito do wzrostu ilosci biatek MMP-2, MMP-9 i CDK2 (ang. cyklin-dependent kinase 2). To
dziatanie HMGB1 byto zaleine od czasteczki adaptorowej dla receptora TLR MyD88, ktora wigze sie
do fosforylowanego RAGE i powoduje przenoszenie sygnatu (Wangiin., 2012).

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

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

W komérkach raka ptuca biatko HMGB1 podlega regulacji poprzez sygnalizacje JAK/STAT.
Aktywacja tej sciezki moduluje proces acetylacji biatka HMGB1, towarzyszacej jego przejsciu z jadra
komoérkowego do cytoplazmy. Glicyryzyna, zwigzek z grupy triterpendw o dziataniu
przeciwzapalnym, powodowata zmniejszenie ilosci biatka HMGB1 w tkance nowotworowej
ludzkiego raka ptuca w modelu mysim. Jednoczesnie stwierdzono, ze pod wptywem tego zwigzku
nastepuje zahamowanie fosforylacji biatek JAK3 i STAT3 (Wu i in., 2018b).

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

Ektopowa nadekspresja in vitro miR-34c, miR-142-3p, miR-200c, miR-218, miR-325-3p, miR181-
b i miR-449a powodowata spadek ekspresji genu HMGB1 i/lub ilosci kodowanego przez niego biatka
(Liuiin,, 2017; Liuiin., 2016; Tu iin., 2019; Wu i in., 2019a; Xiao i Liu, 2015; Yao i in., 2015; Zhang
iin., 2013). Dla wybranych mikroRNA wptywajacych na ekspresje genu HMGB1 wykazano, ze maja
zdolno$¢ ostabiania proliferacji (miR-142-3p, -325-3p, -449a, -520a-3p), tworzenia kolonii
komadrkowych (miR-142-3p), inwazyjnosci (miR-325-3p, -181-b, -449a, -520a-3p) i migracji (miR181-
b, -449a, -520a-3p), takze nasilania apoptozy (miR-142-3p, -520a-3p) in vitro w komarkach raka
ptuca (Liu iin., 2016; Lv i in., 2018; Wu i in., 20193; Xiao i Liu, 2015; Yao i in., 2015).

Opornos¢ na chemioterapie jest jedng z przyczyn wcigz niezadowalajgcych wynikdw leczenia
NSCLC. Istnieja dowody, ze biatko HMGB1 moze aktywnie uczestniczy¢ w odpowiedzi na
chemioterapie stosowang w leczeniu tego nowotworu. Komorki linii A459/DDP wykazujgce
opornos¢ na cisplatyne posiadaly wiekszg ilos¢ biatka HMGB1 niz komdrki wrazliwe na ten
chemioterapeutyk (Zhang i in., 2015a; Zheng i in., 2016). Co wiecej, w liniach komdrkowych NSCLC
A549, SPC-A-1, SK-MES-1 po podaniu adriamycyny, cisplatyny badZ metotreksatu zaobserwowano
wzrost zardwno poziomu ekspresji genu HMGBI, jak i ilosci biatka HMGB1 (Zhang i in., 2015a; Zheng
i in.,, 2016). Dowiedziono, ze zastosowanie HMGB1 nie ma wplywu ani na zywotnosé, ani na
tworzenie kolonii przez komarki A549. Jednak podanie tego biatka do komodrek wraz z cisplatyna
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powoduje ostabienie jej dziatania — redukuje negatywny wplyw cisplatyny na zywotnos¢ komérek
i ich zdolnos¢ do tworzenia kolonii (Ma i in., 2018).

Istnieja rowniez dowody, ze HMGB1 moze wzmaga¢ proces protekcyjnej autofagii
w odpowiedzi na chemioterapie raka ptuca. Zaobserwowano, ie po ekspozycji komdrek
gruczolakoraka ptuca na docetaksel biatko HMGB1 ulegato przemieszczeniu z jader komdrkowych
do cytoplazmy, co powodowato nasilenie procesu autofagii, a w konsekwencji zahamowanie
apoptozy i opornos¢ na docetaksel. Wyciszenie genu HMGB1 za pomoca siRNA powodowato
przywrdcenie wrazliwosci na docetaksel badanych komérek zaréwno in vitro, jak i in vivo (Pan i in.,
2014). Zbiezne wyniki uzyskano réwniez w innych badaniach (Zhang i in., 20153a; Zheng i in., 2016).
Ekspozycja komadrek A549 na cisplatyne zwiekszata ilos¢ cytoplazmatycznego i jadrowego biatka
HMGB1, a jego ilos¢ byta wyisza w cytoplazmie niz w jadrze (Zheng i in., 2016). Po zastosowaniu
interferujgcego RNA specyficznego dla genu HMGB1 w komédrkach linii A549/DDP nastepowato
zahamowanie procesu autofagii i nasilenie apoptozy oraz zwiekszenie wrazliwosci na cisplatyne
(Zhang i in., 2015a). Uzycie tej samej strategii uwrazliwialo komdérki H460 na S-fluorouracyl,
cisplatyne i oksaliplatyne (Zheng i in., 2016). Udowodniono, ze w gruczolakoraku ptuca biatko
HMGB1 poprzez aktywacje sciezki sygnalizacyjnej MEK/ERK1/2 utatwia powstawanie kluczowego
dla tworzenia autofagosoméw kompleksu biatek Beclin-1-PI3K-1ll (Pan i in., 2014). Za regulacje
procesu autofagii w komdrkach NSCLC odpowiedzialne jest réwniez miR-142-3p o hamujacym
dziataniu wobec genu HMGB1. Wspomniane miRNA hamuje proces autofagii wywotanej gtodzeniem
komaorek NSCLC poprzez obnizanie ekspresji genu HMGB1, co w konsekwencji aktywuje sciezke
sygnalizacji PI3K/AKT/mTOR. Nadekspresja miR-142-3p hamuje takze proces autofagii wywotanej
przez chemioterapeutyki i zwieksza chemowrazliwosé komérek NSCLC zaréwno in vitro, jak i in vivo
(Cheniin., 2017).

Z drugiej strony wykazano, ze HMGB1 posiada wilasciwosci indukujace odpowiedz
przeciwnowotworowa komérek uktadu immunologicznego. Gao i wsp. (2019) udowodnili, ze
docetaksel powoduje zalezng od dawki indukcje ekspresji genu HMGB1 i kodowanego przez niego
biatka in vitro. Nastepnie biatko to poprzez sygnalizacje zaleing do NF-kB indukuje uwalnianie
CXCL11 (ang. chemokine receptor ligand 11) do mikro$rodowiska guza nowotworowego, co wzmaga
jego infiltracje przez limfocyty T CD8+. W zgodzie z tymi obserwacjami pozostajg wyniki badan
Haruna i wsp. (2020), ktérzy stwierdzili istotny wzrost stezenia biatka HMIGB1 w surowicy pacjentéw
z NSCLC po podaniu docetakselu. Dodatkowo makrofagi i komérki dendrytyczne pobrane z tkanki
NSCLC i stymulowane ex vivo przez biatko HMGB1 wykazywaly zwiekszong ekspresje markera
aktywacji CD86.

Po podaniu cisplatyny tworzone sg addukty cisplatyna/DNA, ktdrych usuwanie pozwala
komadrkom nowotworowym unikngc niszczacego dziatania chemioterapeutyku, a tym samym moze
wptywac na wyniki chemioterapii. Udowodniono, ze w komarkach A549 z funkcjonalnym biatkiem
P53 naprawa adduktéw DNA/cisplatyna jest uwarunkowana wspatdziataniem biatek HMGB1 i P53.
Wykazano bowiem, ze wyciszenie genu HMGB1 nasila proces naprawy DNA, lecz tylko w obecnosci
defektywnego biatka P53 (Yusein-Myashkova i in., 2016).

Istniejg przesfanki, ze wyniki chemioterapii w raku ptuca mogg by¢ determinowane przez
polimorfizmy genu HMGB1, stanowigce potencjalne biomarkery efektywnosci chemioterapii opartej
na zwigzkach platyny. Wéréd chorych na raka ptuca w populacji chinskiej, ktérzy otrzymali co
najmniej dwa cykle chemioterapii pierwszej linii opartej na zwigzkach platyny, wykazano zaleznos¢
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miedzy polimorfizmami rs1412125 i rs2249825 genu HMGB1 a odpowiedzig na te chemioterapie.
Obecnosc genotypu TT badz CT dla rs1412125 wigzata sie z ponad trzykrotnie, a obecnos¢ genotypu
GC lub CC dla rs2249825 z ponad dziesieciokrotnie wyzszym ryzykiem braku odpowiedzi na to
leczenie (w poréwnaniu odpowiednio do genotypu CC i GG). Analogiczny wynik dla rs1412125
uzyskano w podgrupie chorych powyzej 55. roku zycia (blisko pieciokrotny wzrost ryzyka). Zwigzku
z wynikami chemioterapii nie stwierdzono natomiast dla trzeciego badanego polimorfizmu genu
HMGB1 rs1045411 (Wangii in., 2014).

Cho¢ chemioterapia jest szeroko stosowanym podejsciem w leczeniu nowotwordw, moze
przyczynia¢ sie do powstawania przerzutow. Powoduje ona m.in. selekcje klonéw komoérek
opornych na chemioterapie lub powstawanie nowych mutacji klonalnych prowadzacych do
rozprzestrzeniania sie nowotworu. Udowodniono, ze biatko HMGB1 jest czynnikiem niezbednym do
powstawania przerzutow raka ptuca indukowanych chemioterapig. Nukleosomy zawierajace
HMGB1, pochodzace z komérek nowotworowych ulegajacych apoptozie po chemioterapii, nasilaty
(w zaleznosci od dawki) inwazyjnos¢ i zdolno$¢ do przerzutowania komdrek nowotworowych.
Zwiekszenie inwazyjnosci taczylo sie z nasileniem ekspresji gendw MMP-2 i MMP-9 oraz
zwiekszeniem ilosci kodowanych przez nie biatek. Podanie takich nukleosoméw myszom przed
wszczepieniem im ludzkich komodrek raka ptuca powodowato nasilenie przerzutowania tego
nowotworu in vivo, przy zaangazowaniu sygnalizacji zaleznej od receptoréw TLR4 i TLR9, dla ktérych
ligandami sg odpowiednio HMGBL1 i nukleosomy. U pacjentéw poddanych chemioterapii stezenie
krazacych nukleosomow pofaczonych z HMGB1 w surowicy byto wyzsze niz u oséb nie poddanych
takiemu leczeniu. Wyisze stezenie wspomnianych nukleosoméw bylo teiz zwigzane z niskim
zréznicowaniem komorek nowotworowych, nasilong inwazyjnoscia nowotworu i wyiszymi
stopniami zaawansowania klinicznego wg klasyfikacji TNM (Wang i in., 2018).

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

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

W drugim badaniu dotyczacym polskiej populacji stwierdzono, ze stezenie w surowicy biatka
HMGB1 bylo istotnie wyzsze u osdb z NSCLC niz w surowicy osob zdrowych czy pacjentow
z sarkoidozg oraz pozytywnie korelowato ze stezeniem biatka HMGB1 w poptuczynach oskrzelikowo-
pecherzykowych. Wigzato sie takze z wiekiem (wyzsze stezenia u oséb ponizej 60. roku zycia) i byto
zwigzane z plcig pacjentéw NSCLC (wyisze stezenie u meiczyzn). Natomiast wysokie stezenie
HMGB1 w poptuczynach oskrzelikowo-pecherzykowych byto zwigzane z obecnoscia przerzutow
odleglych. Wysokie stezenia HMGB1 w tym materiale u pacjentdw z NSCLC o stopniu
zaawansowania |lIB bylo zwigzane z gorszg przezywalnoscig. Stwierdzono takie negatywng
zaleznos¢ miedzy stezeniem HMGB1 w surowicy pacjentow nie odpowiadajacych na terapie i ich
przezywalnoscig. Istniata natomiast pozytywna korelacja stezen bialek HMGB1 i TGF-f§ zaréwno
w surowicy, jak i poptuczynach oskrzelikowo-pecherzykowych (Jakubowska i in., 2015).

Stezenie HMGB1 w ptlynie z jamy optucnej byto istotnie wyzsze u chorych z gruczolakorakiem
niz rakiem ptaskonabtonkowym pluca. Nie wykazano natomiast roznic w odniesieniu do pfci, wieku
czy statusu palenia pacjentéw (Ma i in., 2018).

Prognostycznego znaczenia w raku ptuca poszukiwano takze dla polimorfizméw genu HMGB1,
ktére moglyby zmienia¢ poziom jego ekspresji, a przez to wplywaé na przebieg procesu
nowotworzenia. Analiza w podgrupach pacjentéw z réznymi typami histologicznymi raka ptuca
dowiodta, ze osoby posiadajace co najmniej jeden allel C dla polimorfizmu rs1045411 genu HMGB1
wykazywatly zmniejszone ryzyko gruczolakoraka o okoto 25% i raka drobnokomdérkowego o ok. 40%
w poréwnaniu z homozygotami TT. Udowodniono tez, e obecnos¢ genotypu AG badi GG jest
zwigzana ze zmniejszeniem o 23% ryzyka wystgpienia gruczolakoraka. Dodatkowo nie wykazano
zwigzku miedzy zadnym z dwdéch badanych polimorfizméw a czasem przeiycia wéréd chorych
zrakiem ptuca. Réwniez rozktad genotypoéw dla tych polimorfizméw nie réznit sie miedzy
podgrupami chorych o réznym zaawansowaniu klinicznym nowotworu (Jiang i in., 2018c).

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

5. Podsumowanie

Badania wykazaly, ze ekspresja genow HMGAI, HMGAZ2 i HMGBI1, jak réwniez ilosc
kodowanych przez nie biatek ulegajg zwiekszeniu w tkance raka ptuca w stosunku do prawidtowych
tkanek tego narzadu. Wigze sie to z funkcjg tych czgsteczek w przebiegu nowotworzenia, ich
udziatem w takich procesach jak proliferacja, apoptoza, migracja i przerzutowanie. Znaczna czesc

przeprowadzonych analiz wskazuje na zwigzek poziomu ekspresji genow HMGA1, HMGA2 i HMGB1
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i ilosci kodowanych przez nie biatek w tkance raka ptuca z cechami kliniczno-patologicznymi, jak
obecnos¢ przerzutow, stopien zaawansowania klinicznego, stopien zréznicowania histologicznego,
a takze z czasem przezycia pacjentdw. Wskazuje to na potencjalng uzytecznos¢ oznaczania tych
parametrow jako czynnikdw prognostycznych. Dowiedziona rola omawianych biatek w odpowiedzi
komérek na chemioterapie daje mozliwos¢ wykorzystania tych czasteczek w leczeniu raka ptuca.

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

Podziekowania: Abstrakt graficzny pobrano ze strony Protein Data Bank in Europe
https://www.ebi.ac.uk/pdbe/entry/pdb/2eze (dostep: 26.02.2021). Wykorzystana grafika zostata
opublikowana po raz pierwszy w: Huth J.R., Bewley C.A., Nissen M.S., Evans J.N., Reeves R.,
Gronenborn A.M., Clore G.M. 1997. The solution structure of an HMG-I(Y)-DNA complex defines a

new architectural minor groove binding motif. Nature Structural Biology 4, str. 657-65.

DOI: 10.1038/nsb0897-657.
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Abstract: High-mobility group protein 1 (HMGAT1) participates in the processes of DNA transcription,
replication, recombination, and repair. The HMGAT gene is expressed abundantly during embryoge-
nesis and is reactivated during carcinogenesis. HMGA1 gene expression has been associated with a
high degree of malignancy, metastatic tendency, and poor survival in breast, colon, ovary, and pan-
creatic cancers. However, its prognostic significance in lung cancer remains unclear. Using publicly
available data, HMGA1 was shown to be overexpressed in both small and non-small lung tumors,
with higher expression compared to both the adjacent non-malignant lung tissues and non-tumor
lung tissues of healthy individuals. Elevated HMGAT expression could result from lowered HMGA1
methylation and was connected with some clinicopathological features like sex, age, and stage of the
disease. The high HMGA1 expression level was connected with shorter overall and first progression
survival time among lung adenocarcinoma patients, but not lung squamous cell carcinoma patients.
HMGAT1 could interact with proteins involved in cellular senescence and cell cycle control (TP53,
RB1, RPS6KB1, and CDKI1), transcription regulation (EP400 and HMGAZ2), chromatin assembly and
remodeling (LMNB1), and cholesterol and isoprene biosynthesis (HMGCR and INSIG1). Taken to-
gether, HMGAT overexpression could be an essential element of lung carcinogenesis and a prognostic
feature in lung cancer.

Keywords: high-mobility group protein; methylation; prognosis; survival; protein-protein
interaction network

1. Introduction

Despite recent advances in the understanding of the molecular pathogenesis and
treatment of lung cancer, it remains one of the most commonly diagnosed and most deadly
neoplasms worldwide [1]. Among lung cancer patients, survival is strongly influenced
by the clinical stage. Unfortunately, due to the lack of efficient diagnostic methods, early
detection of cancer, when currently available treatment schemes are most effective, is rare.
The development of lung cancer is a multi-annual and multi-stage process that could be
initiated by several carcinogens, as well as by hormonal and genetic features [2,3]. However,
too little is still known about host factors facilitating the initiation and progression of tumor
development and determining the individual response to treatment. Thus, the search for
new, more effective, and precise molecular diagnostic and prognostic markers, as well as
drug targets, for lung cancer is an urgent need.

High-mobility group protein 1 (HMGAT1) is a non-histone chromosomal protein in-
volved in the processes of DNA transcription, replication, recombination, and repair. As
the HMGAT protein regulates gene expression and alters the structure of chromatin, it
has been described as an architectural transcription factor. It possesses three independent
domains (AT-hook) in its structure; these bind to the minor groove of the DNA double
helix in the regions of promoters and sequences enhancing the transcription of genes rich
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in AT sequences [4,5]. The HMGA1 gene is expressed abundantly during embryogenesis,
but at low or even undetectable levels in mature differentiated tissues [6]. The gene is also
reactivated during the process of cancer formation. HMGA1 overexpression has been noted
in in breast, colon, ovarian, and pancreatic cancer, among others [7]. For many malignant
neoplasms, the HMGAT gene has been associated with a high degree of malignancy, re-
sistance to chemotherapy, metastatic tendency, and low patient survival [8]. Studies also
show that HMGAT1 has oncogenic properties in cultured cells and transgenic mice, but how
the protein leads to neoplastic transformation is not fully elucidated [5,9].

The data about the role of the HMGAT gene and its protein in lung cancer pathogenesis
and prognostication is also limited. Expression of both the HMGAT gene and the HMGA1
protein has been found to be upregulated in various lung cancer cell lines in comparison
with normal human lung bronchial epithelium [10,11]. Correspondingly, higher expression
of the HMGAT gene has been noted in most primary lung tumors compared to normal
lung tissue [10-12]. HMGAT1 protein was found in an increased amount in metaplasia,
dysplasia, and carcinoma in situ of the bronchial epithelium [13]. High HMGA1 protein
expression in NSCLC tissue was connected with a higher TNM stage [14] and HMGA1
gene overexpression with shorter overall survival [11] and increased HMGAL protein
levels [15] in tumor tissue among NSCLC patients. However, some contradictory findings
were also published [16]. Taken together, it appears that HMGAT can play an important
role in pulmonary carcinogenesis and also could be a promising prognostic biomarker or
therapeutic target in lung cancer. However, the above-mentioned studies were conducted
in relatively small sample groups with different methodologies; as such, it is not possible
to draw clear conclusions about the significance of HMGAT for lung cancer.

Therefore, the present study attempts to integrate data about HMAG1 gene expression
in lung cancer from several publicly available databases. A variety of bioinformatical
analyses were performed, including screening for HMGAT expression levels across differ-
ent malignant tumors, comparing HMGAT expression between lung cancer and normal
pulmonary tissue, evaluating the association between the level and lung cancer clinical
features and prognosis, and constructing a functional network of the HMGA1 protein.

2. Results
2.1. An Increase in HMGAT mRNA Expression Level and HMGA1 Protein Amount Is Common
in Multiple Carcinomas

First, the differential expression of the HMGAT between various cancers and noncancer-
ous tissues from healthy individuals was assessed via the Oncomine platform (Figure 1).
As shown in Figure 1, increased mRNA expression (red) was observed in most of the
analyzed cancers, e.g., in bladder, breast, ovarian, and gastrointestinal tumors. Eleven
of 34 analyses in 9 of 14 datasets collected in Oncomine found HMGA1 to belong to 10%
of the top overexpressed genes in lung cancer. A similar observation was made using
the TIMER2.0 database (Figure 2A) where lung cancer was found to be among the neo-
plasms most significantly overexpressing the HMGAT (p < 0.001). Analysis of RNA-seq
data available via the TMNplot web tool produced similar results to those described above
(Figure 2B). These elevated mRNA expression levels were associated with an increase in
HMGAL1 protein levels compared to non-cancerous tissue in the investigated cancer types
(Figure 3). One exception was renal clear cell carcinoma, where a decrease in HMGA1
protein was accompanied by a decline in HMGA1 mRNA expression.

2.2. HMGA1 Is Overexpressed in Lung Cancer in Comparison to Both Adjacent and Unpaired
Normal Lung Tissue

The TNMplot platform tool was used to compare the HMGAT expression level between
paired lung cancer tumors and adjacent normal tissue collected from the same patients
and between non-paired tumors and normal lung tissues collected from separate subject
cohorts. Statistically significant overexpression of the studied gene was noted in the
cancerous tissue in comparison to both adjacent and unpaired lung tissue (p = 1.36 x 10 =2
and p =8.66 x 10 . respectively). Signiﬁcantly higher HMGAT expression was also stated
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in both lung adenocarcinoma and squamous cell carcinoma compared to adjacent samples
(p=5.19 x 1070 and p = 1.66 x 1077, respectively) and unpaired samples (p = 3.59 x 1079
and p = 1.36 x 10712, respectively).

Cancer

Analysis Type by Cancer

Bladder Cancer

Brain and CNS Cancer
Breast Cancer
Cervical Cancer
Colorectal Cancer
Esophageal Cancer

Gastric Cancer

Head and Neck Cancer
Kidney Cancer
Leukemia

Liver Cancer

Lung Cancer
Lymphoma

Melanoma

Myeloma

Other Cancer

Ovarian Cancer 3
Pancreatic Cancer .
Prostate Cancer
Sarcoma _-
Significant Unigue Analyses 48 6
Total Unique Analyses 355

0

5
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—_—

@s
u-

1 5
HE
——
Figure 1. Differential mRNA level of HMGA1 in 20 types of cancer compared to matched normal
tissue in the Oncomine. Significantly (p < 0.05) increased and decreased levels of HMGAT are indicated
in red and blue, respectively. The intensity of cell color is determined by the best gene rank percentile
for the analyses within the cell. The number in each cell represents the number of analyses that meet
the given thresholds within the analysis and cancer types.

The right-sided bar charts in Figures 4 and 5 also provide a graphical representation
of the sensitivity and specificity of HMGA1 expression level at the major cut-offs set on the
base of the range of the HMGA1 expression level in normal samples. In lung cancer samples,
a combination of the highest sensitivity and specificity was found at the third quartile
cut-off when referencing adjacent normal tissue (Figure 4A) and at the median cut-off
when referencing unpaired normal tissue (Figure 5A). When the lung adenocarcinoma and
squamous cell carcinoma subtypes are analyzed individually, even better sensitivity and
specificity values were calculated at the third quartile cut-off, referencing both adjacent and
unpaired normal tissues (Figures 4B and 5B).
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Figure 2. HMGAI1 expression levels in different cancer types compared to the corresponding normal
tissue: (A) TIMER2.0; the statistical significance (p-value) computed by the Wilcoxon test is annotated
by the number of stars: * p < 0.05; ** p < 0.01; ** p < 0.001; box plots in grey columns indicate cancer
types where data for matched normal tissue was available; red and blue box plots indicate tumor
and normal samples, respectively (B) TNMplot; cancer names where differences with p < 0.01 was
detected are typed in red.
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Figure 3. The HMGAI1 protein levels in different cancer types compared to normal tissues investigated
by UALCAN. Blue and red box plots indicate normal and tumor samples, respectively.
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Figure 4. HMGA1 expression level in paired tumor and adjacent normal tissue by TNMplot. (A) Gene
chip data for lung cancer. (B) RNA-Seq data for adenocarcinoma and squamous cell carcinoma.
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Figure 5. HMGA1 expression level in non-paired tumor and normal tissue by TNMplot. (A) Gene
chip data for lung cancer. (B) RNA-Seq data for adenocarcinoma and squamous cell carcinoma.

2.3. HMGAT1 Is Widely Overexpressed in Different Histological Types of Lung Tumour

The histological characteristics of the lung cancer tissue substantially influence the
behavior of neoplastic cells, determine cancer prognosis, and direct treatment regimens
applied. Thus, we explored the HMGAT mRNA expression data from Oncomine related
to small cell lung cancer, the main three subtypes of non-small cell lung cancer, and lung
carcinoids. Consistent HMAGI overexpression was found across different non-small cell
lung cancer subtypes: adenocarcinoma (Figure 6A), squamous cell carcinoma (Figure 6B),
and large cell carcinoma (Figure 6C). HMGAT upregulation was observed in small cell carci-
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A. Lung Adenocarcinoma vs. Normal

s

noma, but without statistical significance (Figure 6D). Contrarily, no significant difference in
HMGAT1 expression level was detected between lung carcinoid tumors and non-cancerous
lung tissue (Figure 6E).
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Figure 6. HMGAT expression level in normal lung tissue and different histological subtypes of
lung neoplasm by Oncomine platform. The analysis is shown for (A) lung adenocarcinoma (Landi
Lung, Selemat Lung, Hou Lung), (B) squamous cell lung carcinoma (Bhattecharjee Lung, Hou Lung,
Yamagata Lung), (C) large cell lung carcinoma (Hou Lung), (D) small cell lung carcinoma (Garber
Lung), and (E) lung carcinoid tumor (Yamagata Lung).

The study also examined whether an increase in HMGAT mRNA expression in lung
cancer is followed by an elevation of HMGAT1 protein. Indeed, statistically significant
correlations found between mRNA expression score and protein abundance for lung
cancer data collected by cBioPortal. An increase in HMGAT mRNA level was associated
with a proportional gain in the HMGA1 protein amount in both lung adenocarcinoma
(R Spearman 0.40, p < 0.001; R Pearson 0.45 p < 0.001; Figure 7A) and lung squamous cell
carcinoma (R Spearman 0.61, p < 0.001; R Pearson 0.54, p < 0.001; Figure 7B).

2.4. HMGA1 Expression Level in Lung Cancer Could Be Connected with Methylation Status but
Not with DNA Alterations of the HMGA1 Gene

HMGAT overexpression observed at the mRNA level is a common feature of lung
cancer. One of the reasons for this may be changes in the sequence or the copy number
of the HMGA1 gene. Therefore, Oncoprint was generated by using cBioPortal to query
7276 patients /7799 samples from 27 studies (Figure 8A). It revealed that HMGAI gene
alterations were stated in only 1.1% of lung cancer patients profiled for copy number
changes, mutations, and structural variants of the gene, namely in about 1.5% of lung
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adenocarcinoma and 0.5% of lung squamous cell carcinoma cases. Among them, the most
frequently detected were gene amplification, with deep deletions less frequently (Figure 8B).
The only mutation reported was the T755 missense mutation in lung adenocarcinoma
(Figure 8C). The data from Oncomine confirmed no substantial change in copy number
variation of HMGA1 across different lung cancer subtypes (Figure 9). However, plotting
HMGAT expression level against copy number alterations clearly showed an increase in the
level from deep deletion to amplification (Figure 10A). A statistically significant positive
correlation was noted between HMGAT expression level and log2 copy-number value
(R Spearman 0.24, p < 0.001; R Pearson 0.28, p < 0.001; Figure 10B).

A.
5
Spearman 0 40 &
(p=1738e5)
4
Pearson 0 45
(p=7450.7)
2 - y=031x+017
B3 RI=02
8
§
: 2
H
<
]
E 1
s
&
n o
b
&
=
I
1
2
4 3 2 1 0 1 2 3 4 5 8
HMGA1 Proten abundance rmbo
B.

FPKM
)

§
H 1
8
z P L] .
5 ¥ .
2 °
b 3
b3 Spearman 081
3 {p=1480.9)
1
Pearson 054
(p=173%7)
5 —y=06x+-015
. R'=03
&
2 1 [ 1 H 3 4

HMGA1: Protein abundance ratio

Figure 7. Correlation between the HMGA1 mRNA expression level and HMGA1 amount ratio in
(A) lung adenocarcinoma and (B) lung squamous cell carcinoma, calculated using cBioPortal.
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Figure 8. Genomic alterations of HMGA1 in lung cancer according cBioPortal. (A) Oncoprint of the
HMAGT in lung cancer, (B) Incidence of different alterations according to NSCLC types, (C) Details
of HMGAT missense mutation found in lung adenocarcinoma.

As mutations or copy number changes of the HMGA1 appear to occur rarely in lung
cancer, potential causes of HMGAT overexpression were sought. Since DNA methylation
can change the gene activity without changing the sequence, the connection between
the HMGAT expression level and DNA methylation profile in lung cancer was inspected
using cBioPortal. The significant negative correlation between the mentioned features
was stated (R Spearman —0.44, p < 0.001; R Pearson —0.37, p < 0.001; Figure 11A). The
results regarding HMGA1 promoter methylation yielded by the UALCAN database were
consistent with this association. For both the lung adenocarcinoma and lung squamous cell
carcinoma promoter, the methylation level was substantially lowered in the tumor tissue in
comparison to normal lung tissue (p < 0.001 for both cancer subtypes, Figure 11B).

2.5. HMGA1 Expression Level Is Connected with Selected Clinical Parameters in Lung Cancer

Many factors, including the extent of the spread of neoplastic cells in the body or
their histological differentiation, affect the outcome of lung cancer patients. Therefore, to
evaluate the clinical significance of the HMGA1 expression level in lung cancer, HMGA1
expression level was compared with selected clinicopathological features: age, sex, pop-
ulation affinity, smoking status, TNM stage, and nodal involvement separately in lung
adenocarcinoma (Figure 12A) and squamous cell carcinoma (Figure 12B) with the usage of
the UALCAN database.
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Figure 9. HMGA1 copy number in normal lung tissue and different histological subtypes of lung
neoplasm by Oncomine: (A) TCGA lung 2: 0. normal lung (n = 810), 1. acinar lung (1 = 6),
2. lung adenocarcinoma (n = 261), 3. lung adenocarcinoma, mixed subtype (n = 67), 4. lung clear
cell adenocarcinoma (n = 2), 5. lung mucinous adenocarcinoma (17 = 6), 6. micropapillary lung
adenocarcinoma (1 = 3), 7. mucinous bronchioloalveolar carcinoma (1 = 3), 8. non-mucinous
bronchioloalveolar carcinoma (n = 9), 9. papillary lung adenocarcinoma (1 = 10), 10. solid lung
adenocarcinoma (1 = 1), 11. squamous cell lung carcinoma (n = 348), 12. squamous cell lung
carcinoma, basaloid variant (n = 8), 13. squamous cell lung carcinoma, papillary variant (n = 2),
14. squamous cell lung carcinoma, small cell variant (7 = 1); (B) Weiss lung: 0. normal lung (n = 59),
1. lung adenocarcinoma (1 = 77), 2. squamous cell lung carcinoma (n = 155).
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Figure 11. (A) Correlation between the mRNA expression level and DNA methylation profile of the
HMGAT in lung cancer by cBioPortal; the promoter methylation level of the HMGA1 in (B) lung
adenocarcinoma and (C) lung squamous cell carcinoma tissue in comparison with normal lung tissue
by UALCAN.
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Figure 12. Association between the HMGA1 expression level and selected clinical parameters: age,
gender, population affinity, smoking status, TNM stage, and nodal involvement in healthy individuals
and lung cancer patients. (A) lung adenocarcinoma patients. (B) lung squamous cell carcinoma
patients (UALCAN); * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001; the first layer-* right above the error bar
indicates comparison to the normal group, the above layers-* placed above a second line indicates
the comparison between corresponding groups covered by the line.

In lung adenocarcinoma, a significantly higher expression level was found in lung
adenocarcinoma patient groups aged between 41 and 60 years than 61-80 years (p = 0.0335).
No differences were found between any two of the remaining age groups. The HMGA1
expression level was not connected with the age of lung squamous cell carcinoma patients.
The higher expression level of the gene was consistently higher in men than women in
both lung adenocarcinoma (p = 0.0393) and lung squamous cell carcinoma (p = 0.0177).
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Population affinity did not give rise to any significant differences in the HMGA1 expression
in any of the analyzed subtypes of lung cancer.

In both lung adenocarcinoma and squamous cell carcinoma, the level of HMGA1
expression was the lowest in non-smokers, of intermediate value in reformed smokers, and
the highest in current smokers. In lung adenocarcinoma, statistically significant differences
were stated between the non-smoker group and any of the groups of reformed smokers
>15 years (p = 0.0004) and current smokers (p = 0.0000). There was also a difference in
the level between reformed smokers for <15 years and any of the groups of reformed
smokers for >15 years (p = 0.0006) and smokers (p = 0.0000). In squamous cell carcinoma,
only smokers and reformed smokers for <15 year groups differed significantly in HMGA1
expression level (p = 0.0217).

In lung adenocarcinoma, nodal status was not connected with the expression level of
the HMGALI. In squamous cell carcinoma, higher expression was noted in the N1 group
than in the NO group (p = 0.0232); however, no significant differences were found between
other subgroups of patients. In both analyzed subtypes of lung cancer, some dissimilarities
in HMIGA1 expression level were stated. In lung adenocarcinoma, the level was significantly
lower in stage I than in stages II (p = 0.0227) and III (p = 0.0023). In squamous cell carcinoma,
the HMGALI expression level was lower in stage I than in stage II (p = 0.0330). Additionally,
in this subtype of lung cancer, the expression level in stage IV was significantly lower than
the level in the other three subgroups of different clinical stages: stage I (p = 0.0314), stage
I (p = 0.0314), and stage III (p = 0.0188).

Additionally, the gene chip data provided by TNMplot indicated significant differences
in HMGA1 expression level between normal lung tissue and lung cancer tissue-primary
and metastatic samples (p = 0.0000; Figure 13). The level was significantly lower in normal
tissue than in tissues of both primary tumors (p = 0.0000) and metastases (p = 0.0000). It
was also lower in primary tumors than in metastases (p = 0.0000).
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Figure 13. The HMGA1 expression level in normal lung tissue and lung cancer tissue—primary and
metastatic samples. Plot generated using TNMplot based on gene chip data.

2.6. High HMGA1 Expression Is Related to a Poor Prognosis in Lung Cancer

To evaluate the association between the HMGA1 expression level and the prognosis of
lung cancer patients, a survival analysis was done using the Kaplan-Meier plotter. Lung
cancer patients with high expression of the gene had a shorter overall (p <1 x 10719)
and first progression (p = 1.7 x 107%) survival time in comparison to the low expression
group. As an association was found between the HMGAT1 expression level and some
clinicopathological factors known to be determinants of patient survival, a survival analysis
was performed restricted to subgroups of patients who differed with regard to sex, smoking
history, grade, stage, and histological type (Table 1).
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Table 1. Survival analysis of HMGA1 expression regarding selected clinicopathological factors in
lung cancer by Kaplan-Meier plotter.

Variable Overall Survival First Progression Survival
N Hazard Ratio p-Value N Hazard Ratio p-Value
Non-restricted analysis 1925 1.78 (1.57-2.03) <1 x 10716 982 1.60 (1.32-1.94) 17 x 10~®
Grade
I 201 1.34(0.93-1.92) 0.1101 140 1.21(0.78-1.87) 0.4016
I 310 1.70(1.24-2.34) 0.0009 165 1.33 (0.88-2.02) 0.1729
I 7 1.59 (0.82-3.07) 0.1676 51 0.68 (0.30-1.54) 0.3572
Histology
adenocarcinoma 719 1.93 (1.52-2.45) 47 x 10°8 461 1.79 (1.30-2.46) 0.0003
squamous cell carcinoma 524 1.15 (0.91-1.46) 0.2403 141 1.24 (0.74-2.07) 0.4168
Stage
I 577 3.01 (2.24-4.05) 23 x 10714 325 1.48 (0.95-2.29) 0.0810
1 244 1.33(0.92-1.92) 0.1239 130 0.91 (0.54-1.52) 0.7062
I 70 1.00 (0.57-1.74) 0.9962 19 NA NA
v 4 NA NA 0 NA NA
AJCC stage T
1 437 1.66 (1.24-2.22) 0.0005 177 1.75 (1.04-2.93) 0.0318
2 589 1.33 (1.07-1.67) 0.0108 351 1.19 (0.88-1.60) 0.2636
3 81 1.15 (0.70-1.89) 0.5938 21 1.89 (0.71-5.07) 0.1968
4 46 1.47 (0.78-2.77) 0.2355 7 NA NA
AJCC stage N
0 781 1.39(1.12-1.71) 0.0023 374 1.31(0.95-1.81) 0.1046
1 252 1.38 (1.01-1.88) 0.0455 130 1.53 (0.97-2.42) 0.0640
x 111 1.23 (0.82-1.84) 0.3076 51 2.47 (1.20-5.08) 0.0110
0 781 1.39(1.12-1.71) 0.0023 374 1.31(0.95-1.81) 0.1046
AJCC stage M
0 681 1.46 (1.18-1.79) 0.0004 195 1.35 (0.82-2.25) 0.2375
1 10 NA NA 0 NA NA
Sex
female 714 2.08 (1.63-2.64) 1.1 x 107° 468 1.40 (1.05-1.86) 0.0218
male 1100 1.59 (1.36-1.87) 7.6 X 1077 514 1.61 (1.24-2.09) 0.0003
Smoking history
never-smokers 205 2.20(1.22-3.69) 0.0071 193 1.73 (1.06-2.82) 0.0255
presentorreformed g 151138 911) 49 x 107 603 153(1.20-196) 0.0006

smokers

High HMGAT expression level was connected with poor overall and first progression
survival in both sexes and both analyzed smoking history states. The association between
HMGALI expression and overall and first progression survival was significant only in stage I
but not in more advanced stages. Correspondingly, this connection was stated as significant
in AJCC stage T 1 for overall and first progression survival, and AJCC stage T 2 for overall
survival, but not in more advanced AJCC stages T. A high HMGAT1 expression level was
associated with poor overall survival in AJCC stages N 0 and N1 and with first progression
survival in AJCC stages N1 and N2. In AJCC stages M0, the high expression level of the
gene was connected with shorter overall, but not first progression, survival.

A significant connection was observed between the HMGAT expression level and over-
all survival times in lung adenocarcinoma (p = 4.7 x 10’3), but not in the lung squamous
cell carcinoma subtype (p = 0.2403; Figure 14A). The first progression survival analysis
showed similar results (adenocarcinoma p = 0.0003, squamous cell carcinoma p = 0.4168,
Figure 14B). To validate these findings, the survival data of NSCLC, lung adenocarcinoma,
and lung squamous cell carcinoma patients provided by the PrognoScan database was
compared (Table 2). For adenocarcinoma, a connection between HMGA1 expression level
and overall survival was detected with Cox p-value < 0.1 in nine of fourteen different
datasets, and between HMGA1 expression and relapse-free survival in one of two datasets.
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For squamous cell carcinoma, no association was found between HMGA1 expression and

neither overall nor relapse-free survival, based on the available six datasets.
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igure 14. Kaplan-Meier survival curves based on expression level aplan-Meier plotter:
Figu Kaplan-M 1 based on HMGA1 expression level by Kaplan-Meier pls
the overall survival for all lung cancer patients (n = , lung adenocarcinoma patients (n = =
(A) the 1l ival for all lung pati (n =1925), lung ad i pati (n=719)
and squamous cell lung carcinoma patients (1 = 524); (B) the first progression survival for all lung
cancer patients (n = 982), lung adenocarcinoma patients (1 = 461), and squamous cell lung carcinoma
patients (1 = 141).
Table 2. HMGA1 expression and survival data of lung cancer patients using the PrognoScan database.
Dataset Subtype End-Point * Probe ID N Cut-Point  Cox p-Value HR [95% CI]
- 1.25
jacob-00182-CANDF LUAD 0s 210457 _x_at 82 0.32 0.1758 [0.90-1.73]
p 1.99
jacob-00182-CANDF LUAD 0s 206074 _s_at 82 0.48 0.0547 [0.99-4.03]
HARVARD-LC LUAD 0s 39704 sat 84 0.88 0.0073 i i &
jacab-00182-HLM LUAD 05 200457 x at 79 0.80 05391 - - -
jacob-00182-HLM LUAD 0s 206074 _s_at 79 0.23 0.9811 [0 6179? 51
MICHIGAN-LC LUAD 0s L17131_rnal_at 86 0.20 0.0998 [0 913'“4535]
jacob-00182-MSK LUAD 0s 206074 s at 104 0.81 0.0235 " Vg -
jacob-00182-MSK LUAD 0s 210457 _x_at 104 0.83 0.0138 [ 1}):522 37
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Table 2. Cont.

Dataset Subtype End-Point * Probe ID N Cut-Point  Cox p-Value  HR [95% CI]
GSE13213 LUAD 0os A_23_P42331 117 0.11 0.0606 [OJ[;:?AOS]
GSE13213 LUAD 0s A_24 P222043 117 0.81 0.0151 [ .0165’15.73]
GSE31210 LUAD 0s 210457 _x_at 204 0.68 0.1824 [&gﬁlﬂ
GSE31210 LUAD 0s 206074 _s_at 204 0.61 0.0056 [ AZZS?;AZ‘)]

jacob-00182-UM LUAD 0s 210457_x_at 178 0.60 0.6309 [0'8;?16' 35]
jacob-00182-UM LUAD 0s 206074_s_at 178 0.66 0.0627 [09;;319' 9]
GSE31210 LUAD RFS 210457 _x_at 204 0.35 0.5440 [&6%3327]
GSE31210 LUAD RFS 206074_s_at 204 0.78 0.0000 [1,622.?43;,37]
GSE4573 LUSC 05 206074 s at 129 0.37 0.1601 w;af; i
GSE4573 LUsC 0s 210457_x_at 129 0.20 0.4697 [(1811'-11% 59]
GSE17710 LUSC 0s 32619 56 0.84 0.8742 [D_SE;G‘)]
GSE17710 LUSC 0s 29455 56 0.73 0.6085 [0‘3%_8385]
GSE17710 LusC 0s 39302 56 0.55 0.6607 [D‘712A—1$A66]
GSE17710 LUSC RFS 39302 56 0.55 0.6389 [DJE{)A 64]
GSE17710 LUSC RFS 32619 56 0.79 0.8784 [[).4%?15.89]
GSE17710 LUSC RFS 29455 56 0.11 0.6048 [03%5;%77]

* OS—overall survival, DSS—disease-specific survival, RFS—relapse-free survival.

2.7. HMGA1 Protein Interacts with Proteins Involved in Cellular Senescence and Ageing, Cell
Cycle Control, Transcription Regulation, Chromatin Assembly/Remodelling, and Cholesterol and
Isoprene Biosynthesis

Lastly, to understand the importance of HMGAL for the carcinogen process, the study
examined the proteins that interact with HMGA1 and the related cellular processes. An
HMGA1-centered protein—protein network was constructed using the STRING online tool.
Interactors predicted with a confidence score of at least 0.700 are presented in Figure 15.
The top functional partners of the HMAGI protein, predicted with the highest confidence,
were cellular tumor antigen p53 (TP53, score = 0.986), lamin-B1 (LMNBI1, score = 0.923),
retinoblastoma-associated protein (RB1, score = 0.915), ribosomal protein 56 kinase beta-1
(RPS6KBI, score = 0.904), and E1A-binding protein p400 (EP400, score = 0.900).

Clustering of the generated PPI network revealed three clusters of interacting proteins
(Figure 16). Functional enrichment analysis against gene ontology found the network to
be mostly enriched in cellular senescence and cell ageing, cell cycle control, transcription
regulation, chromatin assembly and remodeling, cholesterol and isoprene biosynthesis
for biological processes, and significantly enriched in chromatin and nucleoplasm for
cellular components.
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Figure 15. The protein interaction network of the HMGAT1 gained from the STRING database.
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Figure 16. Clustered protein-protein interaction network of the HMGA1. Edges of clusters were
indicated by dotted lines.

TCGA and TGEx data provided by the GEPIA platform was used to analyze the
correlation between HMGAT expression level and those of genes coding revealed protein
interactors in lung adenocarcinoma, lung squamous cell carcinoma, and normal lung cancer
tissue (Table 3). The strongest positive correlation was found for CDK1 (Rg = 0.61) and
LMNB1 (Rg = 0.54) in lung adenocarcinoma. The expression levels of EP400, HMGB2, CDK1,
PPARG, and MVK were found to be significantly correlated with HMGAT expression level
in both analyzed cancer subtypes but not in non-cancerous tissue of the lung. Expression
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levels of the GGPS1 and PMVK genes were only significantly correlated with HMGA1
expression in lung adenocarcinoma.

Table 3. Correlation between expression levels of the HMGA1 and the genes coding putative in-
teracting proteins in lung adenocarcinoma, lung squamous cell carcinoma, and normal lung tissue.
Calculated by GEPIA.

Lung Adenocarcinoma Lung Squamous Cell Carcinoma Normal Lung Tissue
R R R
Spearman palue Spearman peValue Spearman pValue
CéorfT 0.02 0.72 0.21 330 x 107 0.21 0.00027
CEBPB 0.17 1.8 x 104 -0.21 24 x 10°° 0.27 3.9 x 107°
EP400 0.21 22 x 10 0.26 310 x 107° —0.09 0.13
HMGB2 0.39 1.10 x 1078 0.25 420 x 1078 —0.06 033
LMNB1 0.54 8.70 x 10738 0.38 6.10 x 10718 043 210 x 10714
RPS6KBI1 031 3.90 x 10712 0.26 890 x 10~° 0.10 0.081
CDK1 0.61 3.00 x 1050 0.27 2.80 x 10~° 0.06 0.35
CREBBP 0.08 0.073 0.18 5.00 x 105 -027 3.30 x 10°°
HMGA2 0.31 2,00 x 10~ 12 0.24 8.70 x 108 0.18 0.002
PPARG 0.20 6.00 x 10~° 0.15 8.00 x 104 -0.02 0.062
RB1 0.03 0.54 —0.04 0.41 —0.07 0.25
TP53 0.01 077 0.18 6.90 x 10~¢ 0.08 0.19
INSIG1 0.12 9.40 x 1073 0.13 5.20 x 1073 0.29 82 x 1077
FDFT1 0.01 0.81 0.22 5.60 x 1077 028 1.40 x 10~%
FDPS 0.30 130 x 1011 0.25 290 x 10°8 0.2 5.00 x 104
GGPS1 0.10 0.029 0.04 0.44 —0.01 0.9
HMGCR 0.23 2.00 x 1077 0.22 1.50 x 10~¢ 0.25 210 x 10~°
MVD 0.19 2,60 x 10°3 0.18 7.20 x 1073 0.37 5.00 x 10~ 11
MVK 0.12 0.0083 0.19 1.50 x 103 —0.01 0.88
PMVK —0.09 0.042 0.00 0.98 —0.01 0.9

3. Discussion

In 1983, Lund et al. [17] discovered HMGAT1 expression in cervical cancer HeLa
S3 cells. Since then, an elevated expression of the protein or HMGAT gene has been
confirmed in many cancers of epithelial and mesenchymal origin, e.g., breast cancer [18],
gastric cancer [19], lung cancer [20], or glioblastoma [21]. The present study used big
data to screen for HMGAT expression levels in various types of cancers. Its findings
largely support the previously published observation that HMGA1 overexpression is a
common feature of cancers, even those with distinct tissue origins: tumors of the head
and neck, breast, gastrointestinal, and reproductive system, as well as melanoma and
lymphomas, demonstrated elevated HMGAT expression in comparison to non-cancerous
tissue, followed by an increase in HMGAT1 protein. Surprisingly, a few exceptions were also
noted; for example, in kidney chromophobe and renal clear cell carcinoma, the HMGA1
was underexpressed. This suggests the presence of distinct gene expression regulation
mechanisms in these types of cancer. Indeed, tissue-specific upstream and downstream
regulation of HMGAT was described in head and neck, thoracic, reproductive system
cancer, and other abdominal tumors [8]. Taken together, the deregulation of HMGAT
expression appears to be a hallmark of cancer and implies that HMGAT plays an essential
role in carcinogenesis. but the mechanisms in which the expression is changed during
carcinogenesis remain unclear.

Earlier research showed higher expression of the HMGAT1 gene in lung tumors than in
the normal lung tissue [10-12]. Our present reanalysis using currently available data by
Oncomine and TNMplot found that HMGA]1 is overexpressed in lung cancer in comparison
to unpaired normal lung tissue and to the non-cancerous tissue adjacent to the tumor. The
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data published so far cannot conclusively indicate that HMGAT expression differs between
different histological subtypes of lung cancer. Upregulation of HMGAT gene expression
has been reported in both adenocarcinoma and squamous cell carcinoma of NSCLC [20],
and HMGAT1 protein was detected in a high proportion of lung cancer tumors irrespective
of the histological type [13]. No major differences in HMGAT gene or protein expression
were reported between different NSCLC subtypes by Zhang et al. [14] and Zhang et al. [15].
However. Lin and Peng [16] detected higher levels of HMGAI1 protein in the squamous
cell carcinoma subtype compared to adenocarcinoma. Our present analysis of the various
large datasets provided by Oncomine showed that HMGA1 upregulation in a common
phenomenon, concerning not only adenocarcinoma and squamous cell carcinoma but also
large and small cell carcinomas of the lung. In addition, the HMGA1 expression level
was positively correlated with HMGAT1 protein abundance in both lung adenocarcinoma
and lung squamous cell carcinoma. Most likely, re-expression of the HMAGI gene occurs
at the early stages of carcinogenesis in the lung and increases as the process progresses.
HMGALT protein has been found to be present in increased amounts in metaplasia, dysplasia,
and carcinoma in situ of the bronchial epithelium [13]. These findings raise the question
of whether HMGAT could be useful in distinguishing between normal and neoplastic
lung tissue. For example, early research demonstrated that HMGA1 expression could
be useful in differentiating between thyroid follicular carcinoma and adenoma [22]. Our
TMNplot analysis indicates that the HMGA1 expression level could discriminate with good
sensitivity and specificity between cancerous and adjacent non-cancerous tissues in both
lung adenocarcinoma and squamous cell carcinoma. Thus, it could be concluded that the
HMGAL1 expression level could be a lung cancer biomarker.

With HMGAT1 overexpression being a common feature of lung cancer, the study then
examined the molecular mechanisms responsible for its upregulation. Further research
showed that growth factors, cancer-associated mutations (KRAS, mutated APC), or cancer-
related transcription factors (cMYC) could up-regulate HMGA1 in specific contexts [23].
Little is known about the role of HMGAI mutations in determining the function and
expression level of the HMGAT in cancer. In invasive triple-negative breast cancer cells,
mutating the three HMGAT1 serines (99, 102, and 103) phosphorylated by casein kinase
2 (CK2) results in decreased HMGAT1 secretion and disrupts the invasive properties of the
cell line [24]. Mutation of serine 102 of HMGA1, a CK2 phosphorylation site, was found
to restore the efficacy of gefitinib through the reactivation of the downstream signaling
pathway of EGFR in drug-resistant NSCLC cells [25].

Our own analysis of the data provided by cBioPortal found that the genomic alterations
of the HMGA1 gene occur very rarely in lung cancer tissue. Collective frequency of gene
amplification, gene deletion, and point mutation slightly exceeded 1% of 7276 analyzed
lung cancer cases and the detected alterations were restricted to adenocarcinoma and
squamous cell carcinoma subtypes. This is in agreement with Klett et al. [26], who showed
that HMGAT1 was among the top 5% of more than 19,000 genes, with the lowest mutation
frequency analyzed in more than 9000 cancerous samples from TCGA. As could be expected,
a positive correlation was found between HMGAT expression level and the copy number
of the gene. However, the low occurrence of HMGAT amplification or point mutation in
lung cancer excludes the possibility that genomic alterations of HMAG1 are responsible
for the common overexpression of HMGAT in this type of tumor. In contrast, a negative
correlation was found between the mRNA expression level and the DNA methylation
profile of HMGA1 in lung cancer.

TCGA data provided by the UALCAN platform indicated that the HMGAT promoter
methylation level was significantly decreased in both lung adenocarcinoma and lung
squamous cell carcinoma tissue in comparison with normal lung tissue. Another study
based on TCGA data by Klett et al. [26] demonstrated that hypomethylation of 9 from
21 analyzed CpGs in HMGAT was an indicator of increased gene expression in breast
cancer, lung adenocarcinoma, and thyroid cancer. HMGA, as one of the pluripotency-
related genes, acquired 5-methylcytosines in their promoters, which were repressed during
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differentiation of human embryonic stem (hES) cells into ventral midbrain-type neural
precursor cells and then into dopamine neurons. Promoter methylation was preserved
to maintain a silencing state [27]. It also was shown that HMGA1 was suppressed in hep-
atocellular carcinoma cells by human menstrual-blood-derived stem cells via amending
5-hydroxymethylcytosine and 5-methylcytosine abundance at its regulatory region [28].
Considering the above. the HMGAT gene may be a potential candidate for DNA methyla-
tion targeting anti-cancer therapy.

Our findings indicate some connection between HMGAT expression and the sex and
smoking history of lung cancer patients. While Lin and Peng [16] report that tissue HMGA1
expression was more frequently observed in men than women, this was contradicted by
Zhang et al. [14] and Zhang et al. [15]. In our study, the HMGA1 expression level was
consistently higher among men in both lung adenocarcinoma and lung squamous cell
carcinoma. The gender-specific biological and clinical features of lung cancer have been
described previously [29,30], suggesting that lung cancer in women and men are distinct
entities, mainly because of the involvement of genetic alterations and hormonal factors.
Rouquetta et al. [3] observed a higher rate of EGFR mutations in women. ER and EGFR
were also expressed more frequently in women and there was a positive link between the
expression of EGFR and of ER. As HMIGA1 is an upstream negative regulator of the EGFR
signaling pathway [25], it could be speculated that gender-specific HMGAT expression
influences lung cancer cell behavior.

Among NSCLC patients, ever-smokers demonstrate higher overall mortality than
never-smokers, and current smoking is an independent risk factor for a poorer progno-
sis [31]. Our present data suggests some differences in HMGA1 expression levels related to
smoking status. Generally, the level of HMGA1 expression tends to be the lowest in non-
smokers, of intermediate value in reformed smokers, and the highest in current smokers in
both lung adenocarcinoma and squamous cell carcinoma. However, in the lung adenocarci-
noma group, statistically significant differences were noted between the non-smoker group
and both reformed smokers >15 years and current smokers. Jung et al. [32] compared TCGA
data for the smoker’s lung adenocarcinoma and normal lung tissue; the analysis found that
HMGAT is one of six genes up-regulated in LUAD, and simultaneously inversely correlated
with DNA methylation level. Borderline differences in CpG methylation of HMGA1 have
been noted between smoking and never-smoking lung adenocarcinoma patients based on
validation of clinical samples. Since cigarette smoke affects DNA methylation and thus is a
critical factor in the development of lung cancer [33,34], it may, at least partially, account
for the observed differences in HMGAT expression levels associated with smoking habits.

The significant role played by HMGA1 expression in promoting growth, invasive-
ness, and migration of lung cancer cells in vitro has been confirmed [11,35]. Similarly,
in the present study, HMGA1 expression level was found to increase from non-tumor
lung tissue through lung primary tumor to lung cancer metastasis. Zhang et al. [14] and
Zhang et al. [15] report that high HMGAT1 protein expression in NSCLC tissue was associ-
ated with tumor size, the presence of lymph node and distant metastases, and with higher
advancement according to the TNM classification. Although differences were noted in the
expression level between patients of different nodal statuses and stages of the disease in the
present study, the observed differences were restricted to one histological subtype of lung
cancer or to particular states of the analyzed factor. A connection was observed between
HMGAT1 expression level and nodal status in lung squamous cell carcinoma but not in lung
adenocarcinoma, and the only significant difference in level was observed between N0 and
N1 cases. An increase in the median HMGAT expression level was stated between stage
I and stages Il and 11l in adenocarcinoma, and between stages I and II in squamous cell
carcinoma. Contrary to expectations, no further increase in the median level was detected
in the most advanced IV stage, probably because of the relatively low number of cases in
this stage.

Zhang et al. [14] found high HMGA1 protein expression to be associated with a
shorter survival time and was stated as an independent negative prognostic factor in
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NSCLC patients. No such correlation was observed by Lin and Peng [16]. In the present
study, survival analysis indicates the high HMGAT expression level is connected with poor
survival of lung cancer patients. Overall and first progression survival of lung cancer
patients was shorter when HMGAT expression was high, according to the Kaplan-Meier
plotter. However, survival analysis in the context of clinicopathological factors suggests
that the association between HMGAT1 expression and survival rate may be limited to
specific subgroups of patients. For example, a high expression level of the HMGAT gene
was connected to an increased risk of death in stage I patients but not in stage I or 1.
Similarly, the mentioned connection was detected in the adenocarcinoma subtype but
not in squamous cell carcinoma of the lung. This is in line with the early findings of
Sarhadi et al. [13], who report a correlation between the nuclear expression of the HMGA1
protein and shorter survival time among patients with lung adenocarcinoma but not
squamous cell carcinoma. It is most likely that the effect of the HMGA1 on the progression
of lung cancer is dependent on some other factors. For instance, Zhang et al. [15] stated the
increased amount of HMGA1 protein found in NSCLC tissue was connected with shorter
overall survival compared to patients with a low amount of HMGA1. However, the amount
of HMGA1 protein in cancer tissue was correlated with the amount of FOXM1 and G6PD.
The proteins form a common pathway of transcriptional regulation with HMGA1 and were
similarly associated with TNM stage and overall survival.

To identify molecular contributors of HMGA1 that could mediate or assist its function
during carcinogenesis in lung tissue, a functional network was created. HMGA1 was found
to cooperate with proteins that can be grouped into three functional clusters. The first
cluster was mostly enriched by protein involved in transcriptional regulation and chromatin
assembly and remodeling (Céorfl, CEBPB, EP400, HMGB2, LMNB1, and RPS6KB1). For
most of these proteins, there is some evidence that they are concerned with neoplastic
transformation in the lung. Ribosomal proteins 56 kinase B1 (RPS6KB1, p70S6K) are critical
components of mTOR signaling, that have been found to increase the growth of NSCLC
cells in vivo and inhibit tumor metastasis through repression of epithelial-mesenchymal
transition [36]. The AMPK-CEBPB-PDLI1 signaling pathway enhances the proliferation of
NSCLC cells [37]. Lamin B1 is overexpressed in lung adenocarcinoma cells and promotes
the proliferation of lung cancer cells via the AKT pathway [38]. p400 is an important
mediator of downregulation of EGFR and apoptosis induced by E1A protein of human
adenovirus [39]. By sharing a functional connection with the mentioned protein, HMGA1
could be involved in the most important signaling pathways driving lung carcinogenesis.
Additionally, we found the expression level of HMGAT to be positively correlated with the
expression of HMI(GB2 and EP400 genes in both lung adenocarcinoma and lung squamous
cell carcinoma but not in normal lung tissue, which could suggest that co-expression of
these genes may be crucial for malignant transformation.

Functional enrichment analysis indicated that the second cluster within the built PPI
network is an assembly of proteins involved in cellular senescence and cell cycle control
(TP53, RB1, CDK1, CREBBP, PPARG, and HMGA?). Previously, bioinformatics analyses
conducted by Zhou et al. [40] found TP53 and HMGAI to be two of the main 10 genes
belonging to the miRNA-gene interaction network, and may be crucial in the pathogenesis
of NSCLC. However, the proteins are also believed to be engaged in other cellular processes
essential for lung neoplastic transformation, such as cell adhesion, invasion and migration.
For example, CDK1 positively regulated the stemness of lung cancer cells [41] and medi-
ated the signaling for proliferation, invasion, and migration in NSCLC cells [42]. Loss of
CREBBP drives tumorigenesis in SCLC by reducing histone acetylation and transcription of
cellular adhesion genes [43]. Activation of PPARG expression may inhibit the progression of
LSCC through the regulation of LSCC upstream regulators and downstream marker genes
involved in tumor cell proliferation and protein polyubiquitination /ubiquitination [44].
Additionally, CREB binding protein (CREBBP) directly influences the HMGAT1 function.
Munshi et al. [45] demonstrated CREBBP acetylate HMGI(Y) modulating IFN-beta tran-
scriptional regulation. Our present findings indicate that the HMGAT gene expression
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level correlated with expression of both CDK1 and PPARG in lung adenocarcinoma and
squamous cell carcinoma but not in normal lung tissue; this supports the findings that the
interaction the HMGA1 with these CDK1 and PPARG are important for lung carcinogenesis.

Proteins involved in cholesterol, mevalonate, and isoprene biosynthesis (FDFT1, FDPS,
GGPS1, HMGCR, MVD, MVK, PMVK, and INSIG1) were revealed to be HMGAT interactors.
An association between HMGAT and adipogenesis has been described earlier. HMGA1
has been found to play an essential role in adipocytic cell growth and differentiation
in murine 3T3-L1 adipocytes [46]. Reduced fat mass and impaired adipogenesis were
demonstrated in transgenic mice overexpressing HMGA1 in both white and brown adipose
tissues compared to wild-type mice [47]. In humans, the HMGAT IVS5-13insC variant
(rs146052672), which resulted in a decrease in mRNA and protein levels of HMGAT,
was significantly associated with metabolic syndrome and negatively correlated with
serum HDL-cholesterol [48,49]. The variant was also connected with the elevated risk of
acute myocardial infarction independently of diabetes mellitus type 2 and other classic
cardiovascular risk factors like gender, hypertension, and obesity [50]. There is some
evidence that the relationship between the HMGA1 and cholesterol biosynthesis may be
significant in neoplastic transformation. Our findings indicate that the MVK, GGPSI and
PMVK expression was correlated with HMGAT gene expression in lung cancer tissues,
but not in normal lung tissue. Previously, Treff et al. [51] demonstrated that cholesterol
biosynthesis genes are decreased in human MCF-7 mammary adenocarcinoma cells with
HMGATla-induced overexpression. Simultaneously, total cholesterol was significantly
depleted and sensitivity to epidermal growth factor activation of ERK phosphorylation
was significantly elevated in cells overexpressing HMGATa.

Taken together, the findings from the bioinformatical analysis indicate that elevated
HMGAT expression is a common feature of many malignant tumors, including lung cancer.
HMGAT overexpression in lung cancer could result from reduced HMGA1 methylation
and this is connected with some clinicopathological features and adverse prognosis of lung
cancer patients. HMGA1 could be an essential element of lung carcinogenesis through the
interaction with proteins involved in e.g., cell cycle control, transcription regulation, and
cholesterol and isoprene biosynthesis. Considering the carcinogenic properties of HMGA1
and its connection with poor prognosis in many types of cancer, some approaches were
previously made to invent an in vitro diagnostic kit to quantitatively determine the amount
of HMGA1b in peripheral blood of cancer patients [52]. In light of the results of our analysis,
the evaluation of HMGAI expression level may be of great value in the management of
lung cancer patients. Especially, the possibility to identify very little amounts of HMGAT
transcripts directly in the blood specimens could either allow for early diagnosis or the
monitoring of the efficacy of lung cancer therapy. Moreover, HMGAT1 protein-targeted
therapies based on aptamers or antisense RNA, as well as HMGAT1 gene inhibitors, were
developed to slow down the proliferation of cancer cells or to increase their sensitivity to
chemotherapy [9]. High expression levels of HMGAT mRNA in lung tumors and relatively
low expression levels in non-cancerous tissue of the lung allow us to assume that such
therapies would have clinical advantages in lung cancer because of presumed low toxicity
toward healthy cells.

4. Materials and Methods
4.1. Gene Expression Analysis
4.1.1. Oncomine

The Oncomine database [53] (https:/ /www.oncomine.org, accessed on 1 January
2022) was used: (1) to analyze the HMGAT mRNA expression level in a variety of human
cancers, where threshold settings were as follows: gene ranking of the top 10%, change
> 2, p-value <1 x 1074, and (2) to screen HMGAT mRNA expression level in different
histological subtypes of lung cancer. All statistical methods and statistical values were
obtained directly from the mentioned database.
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4.1.2. TIMER2.0

The Gene_DE module of the Tumor Immune Estimation Resource 2.0 [54] (htip:
/ /timer.cistrome.org, accessed on 1 January 2022) was used to study the differential expres-
sion between tumor and adjacent normal tissues for HMGAT gene across TCGA tumors.
The distributions of gene expression levels are displayed using box plots. The statistical
significance (p-value) was computed by the Wilcoxon test.

4.1.3. TMNplot

The TMNplot web tool [55] (https:/ /tnmplot.com, accessed on 1 January 2022) was
used: (1) to display pan-cancer changes in HMGA1 expression based on RNA-seq data from
TCGA, genotype-tissue expression (GTEX), therapeutically applicable research to generate
effective treatment (TARGET); significant differences are typed red and marked with an
asterisk, (2) to compare HMGA1 expression level in lung cancer and non-tumor lung tissues
based on RNA-seq and DNA chip data. The normal and tumor samples were compared by
the Mann-Whitney U-test, matched tissues with adjacent samples were compared using
the Wilcoxon test. Normal, tumorous, and metastatic tissue gene comparison was analyzed
using the Kruskal-Wallis test and Dunn’s test.

4.2. Prognosis and Survival Analysis
4.2.1. Ualcan

TCGA data available on the UALCAN portal [56] (http:/ /ualcan.path.uab.edu/index.
html, accessed on 1 January 2022) was used to validate the association between the HMGA1
expression level with selected clinical features in the lung adenocarcinoma and lung
squamous carcinoma. The results were presented in box-whisker plots with minimum,
ql, median, g3, and maximum values. The significance of the difference was estimated by
Student’s t-test considering unequal variance.

4.2.2. Kaplan-Meier Plotter

The Kaplan-Meier plotter [57] (http:/ /kmplot.com/analysis/index.php?p=service,
accessed on 1 January 2022) was applied to evaluate the prognostic value of HMGA1
expression level for overall survival and first progression survival in lung cancer, lung
adenocarcinoma, and lung squamous cell carcinoma. Kaplan-Meier plots were drawn
using “HMGAT1” as an input query, array quality control was set as “exclude biased arrays”;
patients were split by median; the desired Affy ID 206074 _s_at was valid.

4.2.3. PrognoScan

The PrognoScan [58] (http://dna00.bio.kyutech.ac.jp/PrognoScan/index.html, ac-
cessed on 1 January 2022) was used to evaluate the connection between HMGA1 expression
level and overall and relapse-free survival in lung adenocarcinoma and lung squamous cell
carcinoma. Cox p-values and hazard ratio with a 95% confidence interval were calculated
according to HMGA1 mRNA level (high vs. low).

4.3. DNA Alteration and Methylation of the HMGA1 Gene
4.3.1. cBioPortal

The genomic characteristics of HMGAT in lung cancers were analyzed using the
cBioPortal for Cancer Genomics [59] (v3.7.28; http:/ /www.cbioportal.org, accessed on 1
January 2022). Combined querying of 7276 patients /7799 samples from 27 studies was
performed. The incidence of different alterations of the studied gene was assessed in lung
cancer cases and, specifically, in NSCLC histological types. Additionally, the association
between HMGAT mRNA expression level and copy number alteration, and between the
mRNA level of the gene and methylation beta-value (HM450, 492 cases), was analyzed.
Spearman'’s and Pearson’s correlation coefficients were calculated.
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4.3.2. Oncomine

The Oncomine database [53] (https:/ /www.oncomine.org, accessed on 1 January 2022)
was used to extract and analyze data about the copy-number alteration of the HMGAT in
different histological subtypes of lung cancer.

4.3.3. UALCAN

TCGA data available on the UALCAN portal [56] (http:/ /ualcan.path.uab.edu/index.
hitml, accessed on 1 January 2022) was used to compare the promoter methylation level
in the lung adenocarcinoma and lung squamous carcinoma and healthy lung tissue. The
boxplot represents beta values of CpG probes located up to 1500 bp upstream of the gene’s
start site. The beta value is the ratio of the methylated probe intensity to the sum of
methylated and unmethylated probe intensity. The beta value ranges from 0 to 1.

4.4. Protein Analysis
cBioPortal

Association between mRNA expression level vs. protein amount was assessed
with the cBioPortal for Cancer Genomics [59] (v3.7.28; http:/ /www.cbioportal.org, ac-
cessed on 1 January 2022). Separate analysis for lung adenocarcinoma (querying 4159
patients/4309 samples from 12 studies) and lung squamous cell carcinoma (querying 1256
patients/samples from 4 studies) were conducted. Spearman’s and Pearson’s correlation
coefficients were calculated.

4.5. Interaction Network Analysis
4.5.1. STRING

The STRING database [60] (https:/ /string-db.org/, accessed on 1 January 2022) was
used to build a protein—protein interaction (PPI) network querying the protein “HMGA1”
and organism “Homo sapiens”. The main parameters were set as follows: the minimum
required interaction score was 0.7 and no more than 50 interactors to show. K-means
clustering of the generated PPI network was performed with a pre-set of three clusters.

4.5.2. GEPIA

Correlation between HMGA1 expression level and expression level of the selected
genes was evaluated in TCGA and TGEx data provided by gene expression profiling interac-
tive analysis (GEPIA) [61] (http:/ /gepia.cancer-pku.cn/index.html, accessed on 1 January
2022). Spearman’s correlation coefficient and p-values were calculated for each correlation.

4.6. Statistical Analysis

Computing the appropriate statistics was provided by data platforms utilized in
the present study. In the Oncomine database, Student’s t-test was used to analyze the
differential expression. The statistical significance was computed in the TIMER database
by the Wilcoxon test. In the TNM plot database, to assess the significance of the expression
level differences, the Mann-Whitney U test was used when two subgroups of samples
were compared. Meanwhile, the Kruskal-Wallis test, followed by the Dunn post hoc test,
was applied for analyzing the two-class differential expression analysis. When differences
in expression levels with respect to clinical parameters were analyzed by the UALCAN,
t-test assuming the unequal variance was calculated. Spearman and/or Pearson correlation
coefficients were estimated for analysis of gene—gene expression level by the GEPIA, gene-
to-protein expression level, gene expression-to-copy number value, and gene expression-
to-methylation profile by the cBioPortal. To compare survival curves, the log rank test and
hazard ratio (HR) with a 95% confidence interval (CI) were calculated. A univariate Cox
regression model was applied to calculate the HR and Cox p value in the PrognoScan. In
all above-mentioned analyses p < 0.05 was assumed to be significant.
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Abstract

The study aimed to assess the HMGAT gene expression level in NSCLC patients and to evaluate its association with selected
clinicopathological features and overall survival of patients. The expression of the HMGA I, coding non-histone transcription
regulator HMGA 1, was previously proved to correlate with the ability of cancer cells to metastasize the advancement of the
disease. The prognostic value of the HMGA I expression level was demonstrated in some neoplasms, e.g., pancreatic, gastric,
endometrial, hepatocellular cancer, but the knowledge about its role in non-small cell lung cancer (NSCLC) is still limited.
Thus, the HMGAT expression level was evaluated by real-time PCR method in postoperative tumor tissue and blood samples
collected at the time of diagnosis, 100 days and 1 year after surgery from 47 NSCLC patients. Mean HMGA 1 expression level
in blood decreased systematically from the time of cancer diagnosis to 1 year after surgery. The blood HMGA 1 expression
level 1 year after surgery was associated with the tobacco smoking status of patients (p=0.0230). Patients with high blood
HMGA expression levels measured 100 days after surgery tend to have worse overall survival than those with low expression
levels (p=0.1197). Tumor HMGA I expression level was associated with neither features nor the overall survival of NSCLC
patients. Moreover, no correlation between HMGA ! expression level measured in tumor tissue and blood samples was stated.
Blood HMGA ] mRNA level could be a promising factor in the prognostication of non-small cell lung cancer patients.

Keywords HMGAI - Gene expression - Lung cancer - Prognosis - Liquid biopsy

Introduction

Despite advances in the understanding of risk factors, patho-
genesis, and treatment methods for lung cancer, it remains
one of the most prevalent and also the most deadly neoplasm
worldwide. According to data published by The Global
Cancer Observatory, lung cancer accounted for 11.4% of
all malignant neoplasms diagnosed in the world in 2020.
Almost one in five cancer deaths in 2020 in the world was
caused by lung cancer (W.H.O 2020). As prognosis and
treatment outcomes of lung cancer patients are strongly
influenced by the clinical advancement of the disease at the
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time of diagnosis, new prognostic and predictive factors are
still being sought,

Non-small cell lung cancer (NSCLC) is the most com-
mon lung cancer type accounting for 85% of its cases. The
development of NSCLC is driven by genetic mutation, the
most important of which are those in epidermal growth
factor receptor (EGFR) and anaplastic lymphoma kinase
(ALK) genes (Gridelli et al. 2015). In-depth analyses of
genomes and signaling pathways revealed the NSCLCs is
a group of distinct diseases with genetic and cellular het-
erogeneity, which determine the optimal management strat-
egy, including surgery, radiochemotherapy, immunotherapy
and targeted approaches with tyrosine kinase inhibitors or
anti-angiogenic monoclonal antibodies. The complexity
of somatic alterations in NSCLCs includes transcription
factors, splicing factors and epigenome modifiers, genes
involved in cellular immunity (Chen et al. 2014).

High-mobility group AT-hook 1 (HMGAIL, previ-
ously HMG-I/HMG-Y) is a chromatin architectural factor
that binds to the minor groove of AT-rich DNA. It influ-
ences chromatin structure enabling transcription factors to
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assembly and control the expression of various downstream
genes. In this way, HMGAL is involved in crucial cellu-
lar processes like differentiation, apoptosis, DNA damage
repair, cell cycle regulation, cellular senescence, but also
in neoplastic transformation. It is encoded by the HMGA I
gene which produces two protein isoforms HMGA Ta and
HMGA b identical in sequence except for the deletion of the
11 amino acid stretch in the HMGA1b protein between the
first and second DNA-binding domains (Sumter et al. 2016).

In addition to its presence in the nucleus of HMGAT,
where it acts as a transcription regulator of different sign-
aling pathways, it has been discovered that it may also
be secreted and plays its oncogenic role outside the cell.
Méndez et al. (2018) showed the blocking of extracellu-
lar HMGA decreased metastatic burden in a xenograft
model of triple-negative breast cancer (TNBC). Moreover,
in TNBC patients, an extracellular location of HMGAI
was connected with the incidence of metastasis. They also
demonstrated that extracellular HMGAT is a ligand for
the Advanced glycosylation end product-specific receptor
(RAGE), inducing pERK signaling and increasing migration
and invasion of cancer cells.

The expression level of HMGA genes is high dur-
ing embryonic development, but low or undetectable in
completely differentiated, non-dividing cells of a mature
organism, which implies the involvement of the products
of expression of these genes in the regulation of cellular
proliferation and embryonic growth (Reeves 2001: Reeves &
Beckerbauer 2001; Wisniewski & Schwanbeck 2000). Con-
trary to normal somatic cells, the levels of HMGA I products
are often increased in tumor-transformed cells and correlate
with the advancement of the disease or the ability to metas-
tasize. Association between the overexpression of full-length
HMGA proteins and tumor progression was found in colo-
rectal, prostate, breast, and thyroid cancer (Wisniewski &
Schwanbeck 2000).

The expression of both the HMGA 1 gene and the HMGA |
protein was proved to be up-regulated in many different lung
cancer cell lines compared with normal human lung bron-
chial epithelium cells (Hillion et al. 2009). Also, most pri-
mary lung tumors showed higher expression of the HMGA
gene than in the normal lung tissue (Hillion et al. 2009;
Sarhadi et al. 2006). Zhang et al. (2019) showed that high
HMGAI1 expression in the NSCLC tissue is connected with
a higher TNM stage. NSCLC patients with higher staining
of the HMGAL in cancer tissue had worse OS than those
the lower staining. Based on publicly available cancer
data, HMGA 1 was shown to be overexpressed in both SCLC
and NSCLC, with higher expression compared to both the
adjacent non-malignant lung tissues and non-tumor lung
tissues of healthy individuals. Elevated HMGAI expres-
sion was connected with some clinicopathological features
like sex, age, and TNM stage. The high HMGA I expression
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level was connected with shorter overall and first progres-
sion survival time among lung adenocarcinoma patients,
but not lung squamous cell carcinoma patients (Saed et al.
2022). However, the exact role of HMGAI in lung cancer
pathogenesis is not fully understood.

Some studies provide evidence that HMGA | is responsi-
ble for carcinogenic dysregulation of crucial gene pathways
or miRNAs in many tumor types, including lung cancer
(Pallante et al. 2015). RNA profiling of lung epithelial cells
expressing a mutant allele of PIK3 revealed HMGAL is a
part of transcription factor network connected with aberrant
PIK3/AKT signaling in lung cancer, and NSCLC-derived
cultured cells with activated AKT presented higher HMGA 1
expression levels than the cells with low AKT activation
(Scrima et al. 2012). The bioinformatic analysis identifies
the HMGAI 1o be one of the top 10 genes in the miRNA-
gene regulatory network in NSCLC (Zhou et al. 2020).
Zhang et al. (2011) showed that in NSCLC cells HMGA 1
directly enhances the transcriptional activity of miR-222 and
in consequence, it upregulates pAKT signaling. Induction
of IL-24, a novel tumor suppressor cytokine in the H1299
lung cancer cell line, was associated with markedly reduced
HMGA] expression level, miR22-3p and -5p levels with a
concomitant decrease in pAKT expression (Panneerselvam
et al. 2016). Hillion et al. (2009) demonstrated that HMGA ]
can act as an oncogene that drives cell transformation in
undifferentiated, large-cell lung cancer phenotype. This
process is mediated by HMGA I-dependent upregulation of
the matrix metalloproteinase-2 gene (MMP-2) which pro-
motes migration and invasion of H1299 large-cell carcinoma
cells. Building a HMGA 1-centered protein—protein inter-
action network (Saed et al. 2022) revealed that the protein
could interact with proteins involved in cellular senescence
and cell cycle control (TP53, RB1, RPS6KBI, and CDK1),
transcription regulation (EP400 and HMGAZ2), chromatin
assembly and remodeling (LMNB1), and cholesterol and
isoprene biosynthesis (HMGCR and INSIG1).

Additionally, HMGAT could also contribute to the poor
outcome of lung cancer treatment using both conventional
and targeted drugs. Recently it was demonstrated that the
protein participates in the forkhead box protein M1-high-
mobility group AT-hook 1-G6PD (FOXM1-HMGA1-G6PD)
transcriptional regulatory pathway which activated enhanced
the cisplatin resistance of NSCLC cells (Zhang et al. 2019).
Some evidence was shown that the phosphorylation level
of HMGAL protein contributes to EGFR tyrosine kinase
inhibitor resistance by affecting EGFR downstream sign-
aling. Knockdown of HMGA I expression in human lung
adenocarcinoma cell line reinforced gefitinib efficiency by
reactivation of EGFR or PDGF downstream signaling (Wang
etal. 2017).

Blocking the HMGA function could have therapeu-
tic implications. Decreased proliferation and enhanced
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apoptosis were observed in human thyroid anaplastic car-
cinoma cell lines after the suppression of HMGI(Y) pro-
tein synthesis by an HMGI(Y) antisense adenoviral vector
(Scala et al. 2000). Similarly, a reduction in cell viability
and increased sensitivity to gemcitabine was observed in five
different pancreatic and liver cancer cell lines after infection
with replication-defective engineered adenovirus containing
the HMGA1 decoy hyper binding sites (Hassan et al. 2018).
siRNA-mediated knockdown HMGA1 in combination with
IL-24 reduced markedly AKT expression and substantially
reduced migration and invasion of cultured lung cancer cells
(Panneerselvam et al. 2016).

Considering the limited knowledge about the role of the
HMGA1 in lung cancer transformation as well as putative
prognostic, predictive, and therapeutic value of the gene, we
aimed to appraise the importance of the HMGA I expression
level in tissue and blood samples of NSCLC patients. The
presented study provides some evidence that tissue HMGA[
expression is markedly up-regulated during carcinogenesis
in the lung. Moreover, blood HMGA T mRNA level could
decrease in time after tumor resection and could be con-
nected with the survival of patients.

Materials and methods
Investigated group

The investigated group comprised 46 NSCLC patients
(8 females and 38 males) diagnosed and treated at the N.
Copernicus Regional Specialist Hospital in Lodz, Poland.
The mean age at the time of diagnosis was 66.9 years (min.
54 years, max. 82 years). All patients underwent surgical
resection. In 16 cases, adjuvant chemotherapy was included
after the surgery (carboplatin+ gemcitabine 2 or cispl-
atin+ etoposide 2 or etoposide 2 or cisplatin + vinorelbine
9). Between 2016 and 2018, tissue sections and peripheral
blood samples were collected from the patients: 40 blood
samples—at time of diagnosis of cancer; 39 blood sam-
ples—100 days after the surgery; 24 blood samples—1 year
after the surgery, and 46 frozen tissue sections taken
intraoperatively.

RNA isolation

RNA from blood and tissue sections were isolated according
to “Blood Mini” and “Total RNA Mini” protocol, respec-
tively (A&A Biotechnology, Poland). The purity and concen-
tration of RNA samples were assessed spectrophotometri-
cally. The concentration of extracted RNA ranged from 5.2
to 80.0 ng/pl. RNA samples were stored at— 76 °C until the
analysis.

Reverse transcription

A total RNA was transcribed into complementary DNA
(cDNA) following the High-Capacity cDNA Reverse Tran-
scription Kit protocol (Applied Biosystems, USA). The final
concentration of RNA in the reaction mixture was 0.02 pg/
pl. Obtained cDNA was stored at— 20 °C until analysis. To
check cDNA synthesis efficacy, PCR for GAPDH gene was
conducted. In all samples, the presence of PCR product for
the GAPDH (133 bp) was stated.

Real-time polymerase chain reaction (real-time PCR)

Quantification assessment of expression of both the inves-
tigated gene and the reference gene was performed by real-
time PCR using the Rotor-Gene 6000 (Corbet Research,
Germany). The reaction mixture for both genes consisted of
10 pl 2 x Bimake™ SYBR Green gPCR Master Mix, 0.3 pl
of each primer (HMGA gene: F 5'-CAACACCTAAGAGAC
CTCG -3, R 5 TCCTCTTCCTCCTTCTCC-3"; GAPDH
gene F.

5-ACAGTTCCCATGTAGACC-3'", R 5"TTGAGCACA
GGGTACTTTA -3’), 0.5 pl of cDNA and distilled water up
1o 20 pl final volume. The reactions for HMGA and GAPDH
were carried out in separate tubes. For confirmation of reac-
tion specificity, melting curve analysis after each reaction
set was carried out. The temperature profile of real-time
PCR was as follow: hold 95 °C/10 min, cycling (40x)—
95 °C/10 min, 58 °C/15 s, 72 °C/20 s, melting 72 °C-95 °C.
Samples were tested in triplicates and the mean of obtained
Ct values for both genes was calculated. In each experi-
ment, negative control (distilled water instead of cDNA)
also in triplicates, was included. Additionally, relative
standard curves for both investigated and reference genes
were plotted. To this basis, the efficiency of the reactions
was determined: 95.18% for the HMGAI gene, 101.26%
for the GAPDH gene. The relative expression level of the
investigated gene was calculated using a method developed
by Pfaffl (2001) and analyzed after the decimal logarithmic
transformation.

Statistical analysis

Statistical analysis of data generated in the research was
performed using Dell Statistica (data analysis software sys-
tem), version 13 (Dell Inc., 2016, software.dell.com). The
conformity of continuous variables with normal distribu-
tion was checked using the Shapiro-Wilk test. To determine
the significance of differences in gene expression according
to clinical data, analysis of variance with repeated values,
paired-sample t-test, Student t-test, Pearson and Spearman
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correlation was used. Survival analysis was conducted apply-
ing Kaplan—-Meier plots and log-rank test. A p-value <0.05
was assumed as significant in all tests conducted.

Results

The expression level of HMGA1 gene in tumor tissue
and blood samples

The HMGA I expression level was successfully determined
in 28 blood samples collected at the time of diagnosis of
cancer, 21 blood samples collected 100 days after the sur-
gery, and 11 blood samples collected 1 year after the surgery.
The mean blood expression level decrease in time (Fig. 1.).
The blood expression level at the time of cancer diagno-
sis was higher than the level measured 100 days after with
marginal statistical significance (p=10.0502). The level at
the time of diagnosis was also visibly higher than the level
measured 1 year after surgery but the difference was not
significant (p=0.1838). There was no significant difference
in the level between samples collected 100 days and 1 year
after surgery (p=0.8350).

The HMGAI expression level was also determined in 46
frozen tissue sections taken intraoperatively. The levels of
expression measured in cancer tissue and blood samples
taken at the time of diagnosis did not differ significantly
(p=0.8290). However, the expression level in tissue was
significantly higher than the level determined in blood
samples collected after treatment—both 100 days and
1 year after surgery (p=0.0429 and p=0.0182, respec-
tively, Fig. 1.).

Association between the expression level of HMGA1
gene and selected clinicopathological features

Next, the connection between the HMGA | expression level
in tissue and blood samples and selected clinicopathological
features was soughed (Table 1.). The level was compared
between subgroups of patients divided according to gender,
tobacco smoking status, histological type of cancer, TNM
stage, and grade of malignancy. The HMGA ] expression
level measured 1 year after surgery was significantly higher
in smokers than in non-smokers (p=0.0230) (Fig. 2). P-val-
ues for the analyzed association are summarized in Table 1.
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The expression level of HWGA1 gene and survival
of NSCLC patients

Lastly, the relationship between the overall survival time
of patients and the level of the HMGAI expression in
NSCLC tissue was analyzed. For this purpose, the study
cohort was split into two subgroups with the level of
HMGA] expression above (low expression n=24) and
below (high expression n=22) the mean level of the entire
study group. We did not state any association between the
probability of survival of the patients and the HMGA I
expression level (p=0.8472, log-rank test; Fig. 3A.).

Next, an analogous analysis for the level of HMGAI
expression in blood samples for each time point studied
(diagnosis, 100 days after surgery, and 1 year after surgery)
was done. At the time of diagnosis, the level of HMGAT
expression did not differentiate patients in terms of sur-
vival time (low expression n= 18, high expression n= 16,
p=0.3353; log-rank test; Fig. 3B.). However, when the
expression level measured 100 days after surgery was ana-
lyzed, a clear trend towards reduced over survival time in the
high-expression patients was stated (low expression n=10,
high expression n=11; p=0.1197; log-rank test; Fig. 3C),
The same but less pronounced tendency was observed when
overall survival time concerning the HMGAI expression
level measured 1 year after surgery was inspected. However,
no statistically significant difference in the OS between the
high and low expression level subgroups was revealed (low
expression n=35, high expression n=6, p=0.4219; log-rank
test; Fig. 3D.).

no

tobacco smoking

Discussion

Overexpression of the HMGA gene, as well as increased
levels of the protein encoded by this gene, was confirmed
in many different lung cancer cell lines compared to nor-
mal epithelium bronchitis (Hillion et al. 2009; Ma et al.
2019). Also, most of the primary lung tumors studied
showed higher HMGAI gene expression than normal
lung tissue (Barh et al. 2013; Hillion et al. 2009; Ma et al.
2019). The overexpression of the HMGA I gene and its
protein in lung cancer tissue, as well as their involve-
ment in key signaling pathways in the development of
the tumor, justified the search for their prognostic signifi-
cance in lung cancer, However, only a few research reports
about the importance of the HMGA1 gene and HMGA
protein expression as a prognostic factor in lung cancer
are published to date. Zhang et al. (2015) showed that
high HMGA protein expression in neoplastic tissue of
NSCLC was associated with the size of the neoplastic
tumor, the presence of lymph node and distant metasta-
ses, and with higher advancement according to the TNM
classification, and these observations were confirmed by
the results obtained by Zhang et al. (2019). Contrarily, in
our study, we did not find the association between HMGA 1
gene expression level determined in NSCLC tissue and
the TNM stage.

Previously, it was observed that a number of positively
staining cells for HMGA1 by immunohistochemistry was
lower in metaplasia and higher in dysplasia and carcinoma
in situ of the bronchial epithelium (Sarhadi et al. 2006)
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Table 1 P-values for the association between relative HMGA I expression level and clinicopathological features

Feature

Relative HMGA 1 expression level

Cancer tissue (n=46) Peripheral blood

Al the time 100 days 1 year after
of diagnosis after surgery surgery
(n=28) (n=21) (n=11)
Gender (men vs woman)* 0.3261 (38/8) 0.745221/7)  0.6038 (16/5)  0.4882(9/2)
Age” 0.7912 0.3915 0.2206 0.2466
Tobacco smoking (smokers vs non-smokers)” 0.2283 29/17) 0.6048 (15/13)  0.2812(12/9)  0.0230(7/4)
Histological type (adenocarcinoma vs squamous cell carcinoma)® 0.5626 (26/20) 0.4077 (14/14)  0.4687 (11/10) 0.6383 (6/5)
TMN stage (IA1 and/or IA2 and/or IB vs 1A and/or 11B and/or IIIAY*  0.4339 (22/24) 0.9230(13/15)  0.5674 (10/11)  0.8057 (6/5)
Grade of malignancy (G1 and/or G2 vs G3)" 0.7157 (34/12) 0.8433 (21/7)  0.9085 (16/5)  0.3688 (9/2)
“Student's i-test
“Spearman's correlation rank
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Fig.3 Overall survival probability according to HMGA/ expression level measured in cancer tissue (A) and blood samples collected at the time
of diagnosis (B), 100 days after surgery (C), and | year after surgery (D)

which could suggest that HMGA! expression increases
during carcinogenesis progress. The connection between
HMGALI protein expression in NSCLC tissue and poor
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histological differentiation of tumors was concordantly
reported by Zhang et al. (2015) and Lin and Peng (2016) but
not by Zhang et al. (2019). We did not find the association
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between HMGAI gene expression level determined in
NSCLC tissue and grade of malignancy in our study group.

Kettunen et al. (2004) showed that the HMGAI gene is
commonly up-regulated in both adenocarcinoma and squa-
mous cell carcinoma of NSCLC, and Sarhadi et al. (2006)
detected HMGA protein in a high proportion of lung cancer
tumors irrespective of the histological type. No significant
difference in the HMGA1 gene expression level between
cancer tissues of different histological types was stated in
our study. Similarly, no major difference between NSCLC
histological subtypes in HMGA ] gene or protein expression
was observed by Zhang et al. (2014) and Zhang et al. (2019)
but HMGA protein was detected more often in the squa-
mous cell carcinoma subtype compared to adenocarcinoma
by Lin and Peng (2016).

Previously published research did not confirm the pres-
ence of an association between the HMGA protein expres-
sion in lung cancer tissue and age, gender, or smoking sta-
tus of enrolled patients (Zhang et al. 2015, 2019; Lin and
Peng 2016) expect the research of Lin and Peng (2016) who
observed the tissue HMGAI expression more frequently
in males than females. Similarly, in our study, the level of
HMGA I expression measured in cancer tissue was not con-
nected with age, gender, or smoking status.

As HMGA1 gene or HMGAL protein expression level was
associated with such features as the stage of TNM or histo-
logical differentiation of neoplastic cells, it can be presumed
that the level of its expression will be related to the sur-
vival time of patients. Indeed, Sarhadi et al. (2006) showed
a correlation between the nuclear expression of the HMGA|
protein and the shorter survival time of patients with lung
adenocarcinoma (but not SSC), although this expression
was not related to the proliferation or the apoptotic index of
cancer cells. Moreover, nuclear staining of HMGAI protein
remained a significant factor influencing survival probabil-
ity, even after taking into account the confounding variables
in multivariate analysis. Similarly, in the research conducted
by Zhang et al. (2015), high HMGA protein expression
turned out to be an independent negative prognostic factor
and was associated with a shorter survival time of NSCLC
patients. However, not all studies conducted so far have con-
firmed the association between the amount of HMGA1 pro-
tein in neoplastic tissue and the survival time of lung cancer
patients. Such a correlation was not noted by Lin and Peng
(2016), although in their study the presence of the HMGAI
protein in NSCLC tissue samples was associated with poor
histological differentiation of the tumor. According to the
Kaplan—Meier Plotter (Ma et al. 2019), high expression of
the HMGA I gene was connected with a shorter survival time
of patients with NSCLC. However, we also did not state any
association between HMGA1 mRNA level in NSCLC tissue
and overall survival time in our study group. It could be
speculated that the effect of the HMGA 1 on the progression

of NSCLC is probably dependent on other factors. For
instance, in a study published by Zhang et al. (2019) the
increased amount of HMGA1 protein found in NSCLC tis-
sue was connected with shorter overall survival compared
to patients with a low amount of HMGA . However, the
amount of HMGA protein in cancer tissue correlated with
the amount of FOXM1 and G6PD, with which HMGA
forms a common pathway for transcriptional regulation and
which were similarly associated with TNM stage and overall
survival (Zhang et al. 2019).

In the presented research, we screened for the first time
the expression of the HMGA! gene in the peripheral blood
samples of NSCLC patients and its changes in time. To
date, some studies have investigated the HMGA2 gene,
another member of the high-mobility group family, to iden-
tify molecular diagnostic and prognostic markers in can-
cer using minimally invasive processes. Sezer et al. (2000)
detected the HMGA2 expression in the blood samples of
metastatic breast cancer patients but not healthy donors nor
non-metastatic patients. Moreover, the presence of HMGA2
expression correlated with a worse prognosis. Later, Lan-
gelotz et al. (2003) stated that the presence of the HMGA2
expression detected in the peripheral blood of metastatic
breast cancer patients is connected with disease-specific
survival and remains an independent prognostic for overall
survival. On this basis, the gene was proposed as a potential
marker for the early detection of circulating tumor cells in
peripheral blood, but further research did not confirm these
findings (Fabjani et al. 20035). HMGA2 expression detectable
in peripheral blood of CML patients correlated significantly
with WBC count which indicates that the overexpression is
connected with the undifferentiated phenotype of leukemic
cells accumulation during the progression of chronic state
to blast crisis (Meyer et al. 2007). Galdiero et al. (2015) pro-
posed the circulating HMGA?2 specific mRNA as a tool for
early detection of epithelial ovarian cancer as it was found
exclusively in the plasma of cancer patients but not healthy
donors. The level of circulating mRNA was significantly
higher than in healthy volunteers and substantially associ-
ated with tumor location, nerve infiltration, vascular inva-
sion, MSI status and serum CA199 level (Sahengbicke et al.
2018). These promising findings encouraged our research on
NSCLC cancer.

To our best knowledge, there were no data available to
date on the expression of HMGAT in the peripheral blood of
cancer patients except this published by Barth et al. (2013).
Using the microRNA expression profile, in silico analysis
based on reverse-transcriptomics, and interactome analy-
sis, they selected seven transcription factors that could be
biomarkers in the diagnosis of lung cancer. One of them
was the HMGA1, which was significantly overexpressed in
neoplastic tissue and the blood of both in lung squamous
cell carcinoma and lung adenocarcinoma patients in the
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validation experiment. The HMGA 1 gene also belonged to a
panel of selected transcription factor genes, the expression of
which allowed for the differentiation of small cell and non-
small cell carcinoma. Increased expression of the HMGA [
gene was found in the blood of a limited cohort of NSCLC
patients, compared to healthy subjects (Barh et al. 2013).
‘We found that the HMGA] expression in the blood tends
to decrease after surgical removal of the NSCLC tumor
that could suggest tumor cells are the substantial source of
HMGA I expression measured in the blood. It is believed
that circulating tumor cells are shredded into the circulation
by tumors in the early stages of cancer and are responsible
for the development of latent metastases (Grzybowska and
Fabisiewicz 2017). However, according to the Human Pro-
tein Atlas (Uhlen et al. 2017) the HMGAI expression was
detected in all blood cell types, so the type of cells being
the source of measured HMGA] transcript level should be
specified in the future. We did not state a significant connec-
tion between the clinical advancement of the cancer disease
and blood HMGA expression level. Despite that, a clear
tendency towards shorter over survival time in patients with
high HMGA 1 expression levels measured 100 days after sur-
gery was noted.

We also stated that the HMGA ] expression level meas-
ured | year after surgery was significantly higher in smok-
ers, Previously, it was found that the overall mortality of
ever-smokers is higher than that of never-smokers in NSCLC
patients, and current smoking is an independent risk fac-
tor for a poorer prognosis (Lee et al. 2014). Recently, some
connection between the HMGA I expression and tobacco
smoking status in lung adenocarcinoma (LUAD) was shown
by Jung et al. (2021). When comparing TCGA data for the
smoker LUAD and normal lung tissue, they found HMGA
as one of the six genes up-regulated and simultaneously
inversely correlated with DNA methylation level in LUAD.
This finding was further validated in clinical specimens of
the smoker and never-smoker LUAD patients, revealing
HMGAI displays borderline differences in CpG methyla-
tion between comparing cohorts. As it is widely known that
cigarelte smoke affects DNA methylation, and thus is a criti-
cal factor in the development of lung cancer (Zong et al.
2019; Dammann et al. 2005), it may, at least in part, explain
the observed differences in blood HMAG/ expression level
associated with smoking status.

In conclusion, we examined, for the first time, the expres-
sion level of the HMGA1 gene parallelly in tissue and blood
samples of NSCLC patients. We screened the changes of
HMGA expression levels in the blood and noted the expres-
sion tends to decrease after surgical removal of the tumor
over time. Our findings suggest the blood HMGAT expres-
sion level could be connected to the progression of the dis-
ease. These valuable results encourage us to broaden the
study by the HMGAT protein analysis in the future. Since
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detection of the expression might be useful for the selec-
tion of treatment schedule as well as monitoring of therapy
response, it warrants further investigation in the field.
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