Wydziat Lekarski Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego

Tomasz Przybyla
Rozprawa doktorska

Ekspresja genow TWIST1 i ID1 w komérkach raka jelita grubego

Expression of TWIST1 and ID1 genes in colorectal cancer cells

Praca wykonana w Zaktadzie Medycyny Molekularnej
Katedry Biochemii Klinicznej

Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego

Promotor pracy:

dr hab. n. med. Monika Sakowicz-Burkiewicz
Kierownik Katedry i Zaktadu:

prof. dr hab. n. med. Tadeusz Pawelczyk

Gdansk, 2017



Pragne ztozy¢ serdeczne wyrazy podziekowania
promotorowi niniejszej pracy, Pani dr hab. n. med. Monice Sakowicz-Burkiewicz za
pomoc i wszelkiego rodzaju wsparcie na kazdym etapie powstawania tej pracy oraz za
mobilizacje do cigglego rozwoju naukowego. Dzigkuje rowniez za duzq doze

wyrozumiatosci i cierpliwosci.

Serdeczne podziekowania sktadam rowniez na rece
kierownika Zaktadu Medycyny Molekularnej, Pana prof. dr hab. n. med. Tadeusza
Pawelczyka za umozliwienie mi wykonania badan w niniejszym zaktadzie, jak i za

okazane zainteresowanie przebiegiem pracy oraz udzielane wsparcie.

Dziekuje rowniez gorgco
Pani prof. dr hab. n. med. Izabeli Maciejewskiej za rozbudzenie zainteresowania
tematykq bedgcq przedmiotem niniejszej rozprawy oraz nieocenione wsparcie

merytoryczne.

Cieple stowa podzigkowania kieruje rowniez
do wszystkich kolezanek z Zakladu Medycyny Molekularnej za Zyczliwg atmosfere

pracy oraz cigglq gotowosé do pomocy.

Ponadto dzigkuje
pracownikom Zaktadu Medycyny Laboratoryjnej Katedry Biochemii Klinicznej.

Z calego serca dzigkuje rowniez
moim rodzicom, rodzenstwu, ukochanej babci i cafe] rodzinie za kibicowanie mi

| wsparcie na kazdym etapie mojej pracy.

Szczegolne wyrazy podziekowania nalezg sie
mojej narzeczonej Dominice, za nieustanng motywacje, wsparcie oraz cierpliwosc

I Wyrozumiatosc.



Niniejsza rozprawa ma charakter spdjnego tematycznie zbioru sktadajacego sie z trzech prac

opublikowanych w recenzowanych czasopismach:

1.

Przybyla, T., Sakowicz-Burkiewicz, M., & Maciejewska, I. (2014).TWIST1 is one of

key factors in epithelial-mesenchymal transition in cancer. Postepy Biologii Komorki,

41(4), 683-699.
Sakowicz-Burkiewicz, M., Przybyla, T., Wesserling, M., Bielarczyk, H., Maciejewska, 1.,
& Pawelczyk, T. (2016). Suppression of TWIST1 enhances the sensitivity of colon cancer

cells to 5-fluorouracil. The international journal of biochemistry & cell biology, 78, 268-

278. https://doi.org/10.1016/j.biocel.2016.07.024. IF: 3,905
Przybyla, T., Sakowicz-Burkiewicz, M., Maciejewska, 1., Bielarczyk, H., & Pawelczyk,

T. (2017). Suppression of 1D1 expression in colon cancer cells increases sensitivity to 5-

fluorouracil. Acta Biochimica Polonica. https://doi.org/10.18388/abp.2016_1421. IF:

1,456


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1357272516301984?via%3Dihub
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1357272516301984?via%3Dihub
http://www.actabp.pl/#File?./html/2_2017/2016_1421_html/2016_1421-full-text.html
http://www.actabp.pl/#File?./html/2_2017/2016_1421_html/2016_1421-full-text.html
https://www.pbkom.eu/pl/content/twist1-%E2%88%92-jednym-z-kluczowych-czynnik%C3%B3w-transformacji-nab%C5%82onkowo-mezenchymalnej-w-nowotworach
https://www.pbkom.eu/pl/content/twist1-%E2%88%92-jednym-z-kluczowych-czynnik%C3%B3w-transformacji-nab%C5%82onkowo-mezenchymalnej-w-nowotworach

Rak jelita grubego

Rak jelita grubego jest Klasyfikowany w czolowce zgonow wsrdd chorob
nowotworowych na catlym $wiecie, pomimo znacznych postepow w diagnostyce oraz
leczeniu pacjentéw (Ferlay i wsp., 2010). Roczna $§wiatowa zachorowalno$¢ na raka jelita
grubego szacowana jest na poziomie 1,2 min., natomiast liczba zgondéw na poziomie 600 tys.
(Brenner i wsp., 2014). Rak jelita grubego zajmuje trzecie miejsce w Polsce na liscie
najczesciej wystepujacych nowotwordow ztosliwych (Potemski i wsp., 2010). Dotychczas
zidentyfikowano wiele biomarkerow i szlakow molekularnych zaangazowanych w progrsje
raka jelita grubego. Mozna tutaj wymieni¢: mutacje w genach APC, DCC, TP53, KRAS,
BRAF oraz niestabilno$ci mikrosatelitarne (Markowitz i wsp., 2009). Podstawowa metoda
leczenia raka jelita grubego pozostaje resekcja chirurgiczna, jednakze stanowi ona
wystarczajacy $rodek jedynie w przypadku czgéci pacjentow we wczesnym Stadium
zaawansowania choroby. Stopien I i II zaawansowania raka jelita grubego zgodnie
z klasyfikacja TNM, wiaze si¢ z korzystng prognoza dla chorego, a pigcioletni okres
przezycia wynosi odpowiednio 93% i 82%. W przypadku chorych z Il i IV stopniem
zaawansowania zgodnie z klasyfikacja TNM, rokowanie pozostaje mniej korzystne, a okres
przezycia pigcioletniego maleje odpowiednio do 60% i 8% (O’Connell i wsp., 2004). W celu
poprawienia rokowania pacjentow z wyzszymi stopniami zaawansowania raka jelita grubego,
stosuje si¢ terapi¢ adjuwantowa (Wolpin i wsp., 2007).

5-fluorouracyl (5-FU) jest jednym z najwczesniej wprowadzonych do uzycia
chemioterapeutykow 1 od ponad piecdziesieciu lat jest z powodzeniem stosowany
w chemioterapii raka jelita grubego (Hammond i wsp., 2016). Mechanizm dziatania 5-FU
wigze si¢ z zahamowaniem replikacji DNA 1 $miercig komorki. Pierwotny metabolit 5-FU,
monofosforan  5-fluorodeoksyurydyny (FAUMP) jest inhibitorem enzymu syntazy
tymidylanowej (TYMS), ktora katalizuje syntez¢ monofosforanu deoksytymidyny (dTMP).
Niewystarczjaca biodostgpnos¢ dTMP skutkuje zaburzeniem procesu syntezy DNA
w dzielacych si¢ komorkach. Szlak metabolizmu 5-FU moze réwniez przebiegac
z przeksztalceniem  zwigzku do analogow  deoksynukleotydow, tj. tréjfosforanu
5-fluorourydyny (5-FUTP) oraz tréjfosforanu 5-fluorodeoksyurydyny (5-FAUTP), ktore
ulegajg wlaczeniu do replikowanego DNA skutkujagc zaburzeniem procesu translacji
I nastepczg $miercig komorek (Janet i wsp., 2010; Hammond i wsp., 2016). Jednym
z powaznych probleméw zwigzanych z adjuwantowa terapia 5-FU jest nabywanie
chemioopornosci przez komorki raka jelita grubego (Hammond i wsp., 2016). Uwaza sie, ze

za spadek wrazliwosci komorek rakowych na 5-FU odpowiadaja zmiany w poziomie



ekspresji genow kodujacych enzymy metabolizujace ten zwigzek oraz zmiany zachodzace
W obrebie samych genow, takie jak: zmienne liczby powtorzen tandemowych (ang. variable
numbers of tandem repeats, VNTRSs), polimorfizmy pojedynczego nukleotydu (ang. single
nucleotide polimorfisms, SNPs) oraz niestabilnosci mikrosatelitarne (ang. microsatelite
instabilities, MSIs) (Hammond i wsp., 2016).

W minionej dekadzie zidentyfikowano szereg czynnikOw wzmagajacych opornosé
komorek raka na chemioterapeutyki, takich jak: zmiany w ekspresji biatek transporterowych
ABC, mutacje gendéw kodujacych receptory czynnikdw wzrostu, zaburzenie mechanizmow
naprawy niesparowanych zasad oraz mechanizméw apoptozy (Holohan i wsp., 2013).
Transformacja nabtonkowo-mezenchymalna (ang. epithelial to mesenchymal transition,
EMT), skutkujaca nabyciem przez komorki rakowe cech mezenchymalnych, rowniez
uznawana jest za jeden z mechanizméw adaptacyjnych wzmagajacych oporno$¢ komorek
nowotworowych na chemioterapi¢ (Frederick i wsp., 2007; Serova i wsp., 2010; Wang i wsp.,
2010).

Transformacja nablonkowo-mezenchymalna

EMT polega na zmianie fenotypu nabtonkowego w mezenchymalny w pojedynczej
komorce lub grupie komoérek. Komorki ulegajace EMT wykazuja reorganizacje potaczen
migdzykomorkowych, utrate ksztaltu oraz polarnosci, przy jednoczesnym pozyskaniu
zdolno$ci migracyjnych (Baum i wsp., 2008). Kluczowym etapem EMT jest degradacja
potaczen migdzykomorkowych na skutek zmian ekspresji transbtonowych biatek — kadheryn.
Zewnatrzkomoérkowe domeny kadheryn sasiadujacych komoérek oddziatuja ze soba, natomiast
domeny cytoplazmatyczne tacza si¢ z cytoszkieletem aktynowym poprzez kateniny
(Wheelock i wsp., 2008). W trakcie EMT dochodzi do spadku lub zaniku ekspresji
E-kadheryny i jednoczesnego wzrostu ekspresji N-kadheryny (Baum i wsp., 2008).
E-kadheryna jest biatkiem charakterysycznym dla tkanki nabtonkowej i1 zapewnia silng
adhezj¢  migdzykomoérkows, natomiast N-kadheryna bedaca  markerem  tkanki
mezenchymalnej w porownaniu do E-kadheryny generuje potaczenia komorkowe o stabszym
powinowactwie (Chu i wsp., 2004). W przebiegu EMT kluczowa rolg¢ odgrywaja czynniki
transkrypcyjne zwigzane z represja E-kadheryny takie jak SNAIL, ZEB, E47, KLFS,
TWIST1, GSC, E2.2 i FOXC2 (Thierry i wsp., 2009).

Proces EMT wiaze si¢ réwniez ze zmiang ekspresji specyficznych markerow

powierzchniowych, jadrowych, macierzy pozakomorkowej oraz blony podstawnej. Jednym



z kluczowych markerow EMT jest PB-katenina, odpowiadajagca za taczenie kadheryn
z cytoszkieletem oraz tworzenie kompleksu B-katenina/TCF/LEF kontrolujacego ekspresje
gendéw zwigzanych z EMT (Zeisberg i wsp., 2009). Kolejnymi waznymi markerami EMT sg
fibronektyna wspottworzaca szkielet macierzy pozakomorkowej oraz wimentyna wchodzaca
w sktad cytoszkieletu komdrek mezenchymalnych (Zeisberg i wsp., 2009). EMT wiaze si¢
réwniez z uruchomieniem ekspresji genéw umozliwiajacych ochrong¢ zmienionych
mezenchymalnie komorek przed apoptozg (Baum i wsp., 2008). EMT moze mie¢ charakter
fizjologiczny Ilub patologiczny. EMT fizjologiczne zachodzi w okresie rozwoju
embrionalnego oraz podczas procesu gojenia si¢ ran. Jako zjawisko patologiczne EMT
wystepuje podczas transformacji nowotworowej (Thierry i wsp., 2009). Uwaza si¢, ze EMT
jest istotnym czynnikiem promujacym w komorkach guza inwazyjno$¢ i zdolnos¢ do
tworzenia przerzutow (Baum i wsp., 2008). Zmiana fenotypu komdrki nowotworowej
Z nabtonkowego na mezenchymalny umozliwia jej odtaczenie od guza pierwotnego, migracje,
intrawazacj¢, przemieszczanie si¢ wzdhuz uktadu naczyniowego, ekstrawazcje i zagniezdzenie
w tkance docelowej (Baum i wsp., 2008). Tam z kolei dochodzi do procesu odwrotnego do
EMT, czyli transformacji mezenchymalno-nabtonkowej (ang. mesenchymal to epithelial
transition, MET) skutkujacej przywroceniem fenotypu nablonkowego komorki i stabilizacja
nowego ogniska nowotworowego (Cheng i wsp., 2008).

EMT jest rowniez uznawana za jeden z mechanizméw nabywania przez komorki
nowotworowe opornosci na chemioterapi¢ (Frederick i wsp., 2007; Serova i wsp., 2010;
Wang i wsp., 2010). Wykazano, ze fenotyp mezenchymalny zwigzany jest z obnizeniem
wrazliwo$ci na inhibitory EGFR (erlotinib, gefitinib, cetuximab) w raku phuca,
kolczystokomorkowym raku szyi i glowy oraz raku watrobowokomoérkowym (Fuchs i wsp.,
2006; Frederick i wsp., 2007; Byers i wsp., 2013). Na skutek EMT w komorkach rakowych
doj$¢ moze rowniez do nabycia opornosci na chemioterapeutyki konwencjonalne takie jak
paklitaksel, oksaliplatyna i lapatynib (Konecny i wsp., 2008; Sabbah i wsp., 2008; Arumugan
I wsp., 2009). Z drugiej strony, wymuszona nadekspresja miR-200c bedacego negatywnym
regulatorem EMT, przywraca wrazliwos¢ komorek raka piersi 1 jajnikow na paklitaksel oraz
cisplatyne (Cochrane i wsp., 2009). Wykazano, ze nadekspresja czynnika transkrypcyjnego
SNAIL1 w komorkach czerniaka oraz raka piersi i jajnika skutkuje wyksztatceniem opornosci
na paklitaksel, adriamycyne¢ oraz radiacj¢ poprzez zaburzenie szlaku apoptozy zaleznego od

p53 (Kajita i wsp., 2004; Kurrey i wsp., 2009).



TWISTLiID1

Biatka bHLH (ang. basic helix-loop-helix) dziela si¢ na 7 klas, a ich wspdlng cecha
charakterystyczng, jest obecno$¢ konserwatywnej zasadowej domeny oraz struktury petli
oskrzydlonej dwiema amfipatycznymi helisami o (Massari i wsp., 2000). Helisy uczestniczg
w dimeryzacji biatka z drugim czynnikiem transkrypcyjnym z rodziny bHLH. Odrgbna grupe
stanowig biatka klasy V, ktore wyrozniajg si¢ brakiem regionu zasadowego. Uniemozliwia to
wigzanie do DNA, dlatego biatka klasy V pehnig role negatywnych regulatorow transkrypcji
dla czynnikow klasy 1 i Il (Massari i wsp., 2000). W organizmach wielokomorkowych,
czynniki bHLH biorg udzial w wielu procesach rozwojowych, jak neurogeneza, miogeneza,

hematopoeza, rozwoj trzustki (Massari i wsp., 2000).

TWISTL jest czynnikiem transkrypcyjnym nalezacym do klasy II rodziny bHLH
petnigcym kluczowa rol¢ w rdéznicowaniu mezenchymy oraz tkanek pochodzenia
mezenchymalnego. Aktywny transkrypcyjnie dimer TWIST1 wigze si¢ z sekwencja
CATATG, zwang kasetg E (ang. E-box), obecng w sekwencjach promotoréw wielu gendw.
Jego ekspresja u osobnikow dorostych pozostaje na niskim poziomie w zdefiniowanych
obszarach (Ota i wsp., 2004). Jednocze$nie wykazano, ze biatko TWIST1 ulegajace
nadekspresji w dojrzatej komorce bierze istotny udzial w rozwoju nowotworu (Yang i wsp.,
2004). TWIST1, w odroznieniu od wigkszosci biatek bHLH, moze tworzy¢ zarowno aktywne
homodimery (T/T), jak i heterodimery z biatkami E12/E46 (T/E). Homodimery oraz
heterodimery moduluja odmienne $ciezki sygnalizacyjne, a iloSciowy stosunek in situ kazdej
postaci dimeru jest determinowany poziomami ekspresji gendw TWIST1 i ID1 (ang. inhibitor
of DNA binding 1) (Connerney i wsp., 2006; Maciejewska i wsp., 2014). Biatka ID
preferencyjnie dimeryzuja z biatkami E, uniemozliwiajac im w ten sposob tworzenie
heterodimerow z TWIST1. W takiej sytuacji TWIST1 tworzy aktywne homodimery,
natomiast przy braku ekspresji ID, TWIST]1 taczy si¢ w heterodimery T/E (Connerney i wsp.,
2006; Maciejewska i wsp., 2014). Badania in vivo tworzenia szwow czaszkowych wykazaty,
iz ko-ekspresja TWISTL i ID1 na froncie mineralizacji skutkuje inicjacjg ekspresji genu
FGFR2, ktorej stopien jest bezposrednio regulowany poziomem syntezy homodimeru T/T.
Z kolei, w $rodkowej, niezmineralizowanej cze$ci szwu, na skutek braku ekspresji 1D1,
dochodzi do tworzenia heterodimeru T/E, z nastgpcza aktywacja odmiennej S$ciezki
sygnalizacyjnej (Connerney i wsp., 2008).

Bialko ID1 nalezy do klasy V bHLH i wywiera antagonistyczny wptyw na aktywnos¢

transkrypcyjng partnerow dimeryzacyjnych bHLH, co skutkuje hamowaniem procesow



réznicowania komorek (Skider i wsp., 2003). Czynniki regulatorowe ID ulegaja wzmozonej
ekspresji w okresie rozwoju embrionalnego oraz w okresie postnatalnym w komorkach
macierzystych i progenitorowych, natomiast wraz z réznicowaniem si¢ komorek dochodzi do
spadku ekspresji gendéw ID (Ling i wsp., 2014). Wykazano, ze ID1 ulega wzmozonej
ekspresji w chematopoetycznych oraz neuralnych komdrkach macierzystych i warunkuje
utrzymanie ich zdolnosci do samoodnowy (Ling i wsp., 2014). Z drugiej strony, patologiczna

nadekspresja ID1 jest jednym z istotnych czynnikdw nowotworzenia (Ling i wsp., 2014).

Rola TWIST1iID1wEMT

Nadekspresja genu TWIST1 w komoérkach nowotworowych stymuluje EMT, a tym
samym nabywanie przez te komorki zdolnosci do tworzenia przerzutow (Cheng i wsp., 2008).
Obserwacje te potwierdzity badania in vivo, gdzie w nowotworach watroby i przetyku poziom
nadekspresji genu TWIST1 bezposrednio korelowal z powstawaniem przerzutdw i skroceniem
okresu przezycia (Xie i wsp., 2009; Yang i wsp., 2009). Podwyzszong ekspresje genu TWIST1
wykazano ponadto w komorkach raka piersi (Martin i wsp., 2005), watroby (Yang i wsp.,
2009), prostaty (Yuen i wsp., 2007), zotadka (Feng i wsp., 2009), przetyku (Sasaki i wsp.,
2009), pecherza moczowego (Zhang i wsp., 2007), trzustki (Satoh i wsp., 2008), jajnikoéw
(Wang i wsp., 2013) oraz glejakach (Mikheeva i wsp., 2010).

TWIST1 bierze bezposredni udziat w represji E-kadheryny na korzys¢ N-kadheryny
(Cheng i wsp., 2008; Sasaki i wsp., 2009; Yang i wsp., 2009; Wang i wsp., 2013). W procesie
tym uczestniczy heterodimer TWIST1 z biatkiem E12 (T/E), rekrutujacy do promotora genu
kodujacego E-kadheryng biatka Mi2 i NUuRD tworzace kompleks odpowiedzialny za
przebudowe¢ chromatyny i deacetylacj¢ histonéw (Fu i wsp., 2011). Aktywnos¢ kompleksu
Mi2/NuRD jako deacetylazy histonu skutkuje powstaniem gegsto upakowanych,
hipoacetylowanych nukleosomoéw, czego rezultatem jest wyciszenie ekspresji E-kadheryny
(Fu i wsp., 2011). W trakcie inicjacji EMT biatko TWIST1 kooperuje z czynnikiem SNAILL.
SNAILI jest konieczny do indukcji EMT, natomiast TWIST1 podtrzymuje ten proces.
Badania poréwnawcze in vitro komorek fizjologicznych i rakowych wykazaty, ze
transkrypcja genu TWIST1 jest hamowana przez SNAIL1 w poczatkowej fazie EMT,
natomiast wzrasta po spadku poziomu transkrypcji genu SNAILL, co sprzyja hamowaniu
ekspresji E-kadheryny (Tran i wsp., 2011). Ta czasowo—przestrzenna kooperacja TWIST1
oraz SNAIL1 obserwowana jest rowniez in vivo w komorkach nowotworowych raka piersi
podczas powstawania przerzutéw (Tran i wsp., 2011). Jednoczesnie z TWIST 1—zaleznym

spadkiem ekspresji E-kadheryny, w komorkach rakowych dochodzi do kompensacyjnej



nadekspresji N-kadheryny. W badaniach nad rakiem prostaty, wykazano, ze TWIST1
aktywuje ekspresj¢ N-kadheryny oddziatujac z kaseta E zlokalizowang w pierwszym intronie
genu N-kadheryny (Alexander i wsp., 2006).

Nastepstwem EMT jest brak podatnosci komoérki nowotworowej na sygnaty
apoptotyczne. W procesie tym uczestniczy TWIST1 hamujac zalezng od p53 S$mieré
komorkowa (Ansieau i wsp., 2008). TWIST1 moze oddziatywac na p53 posrednio poprzez
inhibicje ekspresji genu supresorowego ARF, co moduluje $ciezke sygnalizacyjng
ARF/MDM2/p53 (Maestro i wsp., 1999). TWIST1 zapobiega ponadto fizjologicznemu
procesowi starzenia si¢ komorek poprzez inhibicje $ciezek zaleznych od p53 oraz Rb
(Ansieau i wsp., 2008).

TWISTI1 jest rowniez zaangazowany w modulacj¢ chemiooporno$ci komorek
nowotworowych. Wykazano, ze wyciszenie ekspresji genu TWIST1 w komorkach raka
prostaty skutkowato zwickszeniem ich wrazliwos$ci na cisplatyne (Shiota i wsp., 2008).
Réwniez w komorkach raka prostaty, a takze raka jamy nosowo-gardlowej, pecherza
moczowego 1 jajnikdbw wzmozona ekspresja genu TWIST1 zwigzana jest ze zwigkszeniem
oporno$ci na taxol i winkrystyne (Wang i wsp., 2004). Wyciszenie ekspresji genu TWIST1
przy uzyciu SiIRNA w liniach komoérkowych raka prostaty (DU145 i PC3), podnosi ich
wrazliwo$¢ na paklitaksel, powodujac zahamowanie zdolno$ci migracyjnych komorek przy
rownoleglym wzro$cie ekspresji E-kadheryny oraz pozostatych molekularnych markerow
MET (Kwok i wsp., 2005). Natomiast wyciszenie ekspresji genu TWIST1 w liniach
komoérkowych gruczolakoraka nabtonka pecherzykow plucnych (A549) skutkowato
uwrazliwieniem komorek na dziatanie cisplatyny (Zhuo i wsp., 2008).

W odrdéznieniu od TWISTI1 rola ID1 w EMT pozostaje wciaz niejasna, a doniesienia
naukowe bywaja sprzeczne. Badania po$wiecone roli ID1 w raku piersi, zotadka oraz glejaku
wykazaly, ze bierze ono udziat w procesie EMT (Tobin i wsp., 2011; Peng i wsp., 2014;
Sanchez-Tillé i wsp., 2014). Z drugiej strony istniejg doniesienia wykazujace, ze supresja
genu ID1 w komorkach rakowych korelowata z obnizeniem poziomu ekspresji markerow
EMT (Zeisberg i wsp., 2009; Tobin i wsp., 2011; Liu i wsp., 2015). W przypadku mysiego
modelu raka piersi wykazano wrecz, ze ID1 promuje przeciwstawne efekty (Stankic i wsp.,
2013). Zwigkszona ekspresja genu ID1 skutkuje nabyciem przez komorki raka piersi cech
nowotworowych komoérek macierzystych o zwigkszonym potencjale inwazyjnym (Stankic
iwsp., 2013). Przyjmuje si¢ obecnie, iz fenotyp mezenchymalny oraz fenotyp
nowotworowych komorek macierzystych wykazuje wiele podobienstw (Thierry i wsp., 2009;



Stankic i wsp., 2013). Z drugiej strony, ID1 promuje proces MET w przerzutowych
komorkach raka piersi, ktore wczesniej ulegly transformacji nablonkowo-mezenchymalnej
(Stankic i wsp., 2013). Wydaje si¢, ze dwa przeciwstawne efekty wyzwalane przez ID1 zaleza
od lokalnego poziomu ekspresji gendw TWIST1 i SNAILL, ktére w odmienny sposob
modulujg funkcje ID1 (Stankic i1 wsp., 2013). Wykazano, ze ID1 jest czynnikiem
wzmagajacym chemiooporno$¢ komorek raka przetyku i trzustki (Li 1 wsp., 2014). Z drugiej
jednak strony u pacjentow z usuni¢tym chirurgicznie niedrobnokomoérkowym rakiem ptuc,
wysoki poziom ekspresji genu ID1 w guzie pierwotnym stanowit korzystny marker
prognostyczny (Cheng et al., 2014).

Uzasadnienie i cel badan

Biatka TWIST1 1 ID1 moga ulega¢ bezposredniej interakcji, ponadto stosunek poziomow ich
ekspresji determinuje aktywacj¢ odmiennych szlakow sygnalizacyjnych. Stwierdzono
rowniez istotny udzial obydwu czynnikdbw w procesie transformacji nowotworowej ze
szczegoblnie dobrze udokumentowang rolg w raku piersi i prostaty (Martin i wsp., 2005; Yuen
i wsp., 2007; Zhang i wsp., 2007; Tran i wsp., 2011; Sharma i wsp., 2012; Stankic i wsp.,
2013). Rola TWIST1 i ID1 w raku jelita grubego nie zostata jednak do tej pory szerzej
przebadana. Identyfikacja czynnikéw warunkujgcych opornos¢ komorek nowotworowych
jelita grubego na chemioterapi¢ stanowi istotny kierunek badan nad biologia tego nowotworu.
Poszerzenie spektrum znanych biomarkerow chemioopornosci pozwoli na doktadniejsza
prognoze przebiegu choroby oraz na bardziej precyzyjne przyporzadkowanie pacjentow do
grupy o korzystnej odpowiedzi na leczenie adjuwantowe lub do grupy niewykazujacej
odpowiedzi na to leczenie. Ponadto identyfikacja bialek odgrywajacych istotng rolg
W obnizaniu wrazliwosci komorek raka jelita grubego na chemioterapi¢ moze postuzy¢ do
opracowania kombinowanych strategii leczniczych taczacych stosowanie 5-FU oraz
selektywnej inhibicji kluczowych szlakéw sygnalizacyjnych komorki nowotworowej.
Dotychczas wykazano, ze nadekspresja TWIST1 i ID1 w wielu przypadkach nowotworéw
zwigzana jest ze zmniejszeniem wrazliwosci komdrek guza na chemioterapeutyki. Powyzsze
przestanki stanowity uzasadnienie do podjecia pracy badawczej w celu zbadania wptywu
poziomu ekspresji gendw TWIST1 i ID1 na proliferacj¢ komorek raka okreznicy oraz ich

chemiowrazliwos$¢.
Prace eksperymentalne

Pierwszym etapem badan bylo okreslenie poziomu mRNA TWIST1 w tkankach

pochodzacych od pacjentéw z rakiem jelita grubego (n=80) oraz fragmentéw kontrolnych
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(n=30). Sredni poziom ekspresji genu TWIST1 w tkankach nowotworowych byt istotnie
wyzszy niz ten obserwowany w tkankach kontrolnych. Ponadto poziom ekspresji genu
TWIST1 korelowal dodatnio ze stopniem zaawansowania choroby (TNM) oraz stopniem
zroznicowania guza (G), zgodnie z wynikami opublikowanymi przez Valdés-Mora i wsp.
(Valdés-Mora i wsp., 2009). Dalsze prace prowadzono na liniach komérkowych HT-29 oraz
HCT-116 wywodzacych si¢ z rakdw okreznicy o roéznym stopniu zaawansowania,
charakteryzujacych si¢ odmiennymi profilami mutacji genetycznych. W zwigzku z faktem
obserwowanej wzmozonej ekspresji genu TWIST1 w komorkach raka jelita grubego,
pierwszym etapem eksperymentdw na liniach komoérkowych bylo wyciszenie ekspresji
TWIST1. W przypadku genu ID1 przeprowadzono analogiczng procedure eksprymentalng.
Supresji TWISTL i ID1 dokonano za pomoca wektorow lentiwirusowych kodujacych shRNA
komplementarne wzgledem mRNA docelowych gendéw. Komoérki kontrolne zostaty
transdukowane wektorami zawierajacymi niekodujace inserty. Po przeprowadzeniu
transdukcji uzyskano linie kontrolne (HT-29 c.v., HCT-116 c.v.) oraz linie z wyciszonymi
genami TWIST1 lub ID1, oznaczone odpowiednio jako: HT-29 shTWIST1 i HCT-116
shTWIST1 lub HT-29 shiD1 oraz HCT-116 shIiD1. Za pomoca technik RT-gPCR, Western
Blot oraz ELISA wykazano znaczny spadek poziomu transkryptéw oraz biatek TWISTI i ID1
w komérkach eksperymentalnych w poréwnaniu do komorek kontrolnych.

W nastgpnej kolejnosci przebadano, czy supresja TWIST1 i ID1 wplywa na tempo
wzrostu komoérek nowotworowych. Testy zywotnosci zostaly wykonane na komorkach
hodowanych w warunkach standardowych oraz hodowanych w medium pozbawionym
surowicy. Za pomocg testu MTT dokonano pomiaru aktywnosci metabolicznej komorek,
ktora w okreslonych warunkach moze by¢ stosowana jako wyznacznik proliferacji. Linie
komorkowe HT-29 shTWIST1 i HCT-116 shTWIST1 wykazywaty spowolnienie wzrostu
wzgledem komorek kontrolnych, niezaleznie od dostgpnosci surowicy. Wyciszenie ID1
natomiast skutkowato zwigkszeniem Sszybko$ci namnazania komorek w jednej i w drugiej
linii w stosunku do komorek kontrolnych, jednak tylko w linii komérkowej HT-29 shiD1

obserwowany efekt byl niezalezny od zawartosci surowicy w medium hodowlanym.

Nastepnie za pomocg metod RT-gPCR oraz Western Blot oceniono, czy po supresji
TWIST1 i ID1 obserwuje si¢ zmiany w ekspresji markerow EMT (CDH1, CDH2, CTNBL,
VIM, FN1). Supresji genu TWIST1 w komorkach HT-29 w znacznym stopniu towarzyszyly
zmiany ekspresji markerow EMT, wiacznie ze spadkiem ekspresji E-kadheryny oraz

rownoleglym wzrostem poziomu ekspresji N-kadheryny. W przypadku linii HCT-116
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shTWIST1 oraz HT-29 shID1 i HCT-116 shID1 zaobserwowane zmiany ekspresji markerow
EMT sugerowaly nabycie fenotypu hybrydowego nablonkowo-mezenchymalnego, zamiast

wyraznego przesuniecia pomiedzy jednym, a drugim rodzajem fenotypu.

W nastepnym etapie za pomocg testu MTT przebadano wrazliwos¢ komorek
nowotworowych na 5-FU w zakresie stezen od 10712 do 104 M. Wyciszeniu ekspresji TWIST1
towarzyszyl znaczny wzrost wrazliwosci komorek na 5-FU. Dla kontrolnej linii HT-29,
stezenie 5-FU, przy ktorym nastgpowat 50% spadek zywotnosci (ICso) wyniosto 8,4+1,2 uM,
natomiast wraz ze spadkiem poziomu TWIST1 warto$¢ ICsp zmalata do 0,3+0,1 uM. Dla
komorek HCT-116 shTWIST1 natomiast, 1Cso wyniosto 3,2+0,6 uM w poréwnaniu do
stezenia 13,2425 uM wyznaczonego dla linii HCT-116 c.v. Supresja ID1 skutkowata
zwigkszeniem chemiowrazliwosci wzgledem 5-FU jedynie w przypadku komdrek HCT-116,
natomiast w linii HT-29 zaréwno kontrolnej, jak i poddanej supresji ID1 uwspodlniona warto$¢
ICso wynosita 6,24+1,0 uM. Komérki HCT-116 c.v. charakteryzowaty si¢ wartoscig ICso na
poziomie 12,4+2,3 uM, natomiast dla linii HCT-116 shiD1 wysokos¢ parametru spadta do
1,54£0,3 uM. Hamowanie wzrostu komorek nowotworowych przez 5-FU moze odbywac si¢
poprzez zatrzymanie proliferacji, jak i poprzez indukcje apoptozy. W celu wyjasnienia, czy
zaobserwowane zalezne od spadku ilosci TWIST1 i ID1 zmiany wrazliwosci komorek raka
jelita grubego na 5-FU zwigzane sa z efektem cytostatycznym, badz cytotoksycznym,
przeprowadzono analiz¢ stopnia apoptozy z zastosowaniem cytometru przeptywowego.
Komorki HT-29 oraz, w mniejszym stopniu, HCT-116 na skutek supresji TWIST1
wykazywaly znaczne zwigkszenie apoptozy po zastosowaniu 5-FU o stezeniu 1 uM,
wzgledem komorek kontrolnych. Cechg charakterystyczna towarzyszacg supresji ID1 byt
istotny przyrost frakcji komdrek apoptotycznych w warunkach hodowli bez dodatku 5-FU,
zarowno w linii HT-29, jak i HCT-116, jednak w przpadku tej ostatniej linii obserwowano
wyzszy odsetek komorek apoptotycznych. W komorkach z wyciszeng ekspresja 1D1 5-FU
indukowat apoptoze w wigkszym stopniu w przypadku linit HCT-116, niz w linii HT-29.
Powyzsze obserwacje sugeruja, ze supresja TWIST1 i ID1 w komorkach raka jelita grubego
HT-29 i HCT-116 wzmaga ich wrazliwo$¢ na 5-FU na skutek wzmocnienia cytotoksycznego

dziatania chemioterapeutyku.

Nabycie przez komorki nowotworowe opornosci na 5-FU moze wigza¢ si¢ ze zmiang
ekspresji genow, kodujacych enzymy uczestniczagce w metabolizmie tego zwigzku.
Oznaczono w zwigzku z tym poziom ekspresji gendw kodujacych: fosforylazg tymidynows

(TYMP), kinaz¢ urydyno-cytydynowa 2 (UCK2), dehydrogenaze dihydropirymidynowa
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(DPYD), kinazg tymidynowa 1 (TK), syntaz¢ tymidylanowa (TYMS), syntetazg
monofosforanu urydyny (UMPS) oraz fosforylaze urydyny 1 (UPP1). Supresja TWISTL1,
w zalezno$ci od typu komorki nowotworowej, skutkowata zmianami w ekspresji badanych
gendéw. W komorkach HT-29 shTWIST1 obserwowano znaczny spadek ekspresji DPYD oraz
TYMS w poréwnaniu do komodrek kontrolnych. W obydwu liniach z wyciszong ekspresja
TWIST1 odnotowano znaczny wzrost ekspresji TYMP oraz UPP1, a obserwowane zmiany na
poziomie mRNA korelowaly ze zmianami aktywno$ci enzymatycznych. DPYD bierze udziat
w szlaku degradacji 5-FU do dihydrofluorouracylu i fluoro-p-alaniny (Naguib i wsp., 1985).
Mozna przypuszczal, ze rdznice we Wrazliwosci na 5-FU obserwowane u linii komérkowych
poddanych wyciszeniu genu TWIST1 moga po czesSci wynika¢ z odmiennej ekspresji DPYD.
Z drugiej strony istotny wzrost ekspresji UPP1 zarowno w linii HT-29 shTWIST1, jak
rowniez HCT-116 shTWIST1 sugeruje, ze obserwowany w stosunku do kontroli wzrost
wrazliwosci na 5-FU w obydwu liniach moze wynika¢ ze zwigkszonej aktywacji
metabolicznej 5-FU do 5-fluorourydyny i monofosforanu 5-fluorourydyny (Peters et al.,
1986; Peters et al., 1991). Supresja ID1 w linii HT-29 skutkowala istotng redukcja ekspres;ji
TYMP, UCK2 oraz DPYD. Komorki HCT-116 shiD1 wykazywaty spadek poziomu
transkryptéw dla genu DPYD i TYMS, przy jednoczesnym wzroscie mRNA dla genu TYMP,
TK oraz UCK2. Obserwowang po supresji ID1 zwigkszong wrazliwos¢ linii HCT-116 na
5-FU mozna po czgsci ttumaczy¢ wzrostem ekspresji TYMP i TK, kodujacych enzymy szlaku
aktywacji  metabolicznej 5-FU  do  5-fluorodeoksyurydyny i  monofosforanu
5-fluorodeoksyurydyny. Aktywacja 5-FU przebiega rowniez poprzez synteze fluorourydyny
i monofosforanu fluorourydyny. Supresja ID1 w linii HCT-116 skutkowala wzrostem
ekspresji genu UCK2, kodujacego enzym bioracy udzial w powyzszym szlaku, natomiast
komorki HT-29 shID1 wykazawyaty spadek poziomu mRNA genu UCK2. Tak odmienny
profil ekspresji sugeruje rowniez zwigkszong role tego szlaku w komoérkach HCT-116 po

supresji ID1, natomiast nie w przypadku komorek HT-29.
Podsumowanie

Na podstawie uzyskanych wynikow mozna stwierdzi¢, ze spadek ekspresji genu
TWIST1 w komorkach raka jelita grubego moze by¢ wystarczajacym czynnikiem do promocji
fenotypu nablonkowego, natomiast supresja ID1 skutkuje nabyciem fenotypu o cechach
mieszanych nabtonkowo-mezenchymalnych Spadek poziomu ekspresji TWIST1 w komorkach
raka jelita grubego spowalnia ich proliferacje, natomiast spadek ekspresji ID1, przeciwnie,

wzmaga wzrost komorek. Supresja TWIST1 w badanych komoérkach raka jelita grubego
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zwigkszyta ich wrazliwos¢ na cytotoksyczne dziatanie S-fluorouracylu, natomiast wyciszenie
ekspresji ID1 skutkowato istotnym zwigkszeniem wrazliwosci tylko w przypadku linii
komorkowej HCT-116, natomiast nie w przypadku linii HT-29. Réznice w modulacji
chemiowrazliwosci komorek raka jelita grubego wywotane supresjag TWISTL i ID1 thumaczy¢
mozna odmiennym profilem ekspresji genow kodujacych enzymy bioragce udzial

w metabolizmie 5-FU.

W zwigzku z powyzszym mozna sgdzi¢, ze ocena poziomu ekspresji genow TWIST1
oraz ID1 moze stanowi¢ potencjalny marker predykcyjny skutecznosci zastosowania terapii
5-fluorouracylem u danego pacjenta z rakiem jelita grubego. Ponadto, w przysztosci geny
TWIST1 i ID1 lub ich produkty biatkowe, moga stanowi¢ potencjalne cele terapeutyczne

w spersonalizowanym leczeniu raka jelita grubego.
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Colorectal cancer

Colorectal cancer remains one of the deadliest diseases worldwide despite the
significant advances in diagnostics and management of the patients (Ferlay et al., 2010).
Colorectal carcinoma (CRC) is diagnosed in about 1,2 million people every year and annual
mortality rate is estimated about 600 thousand. CRC is the third most frequent cancer type in
Poland (Potemski et al., 2010). To this date several biomarkers and molecular pathways
responsible for CRC progression were identified. Among the most important factors are
mutations in APC, DCC, TP53, KRAS and BRAF genes and microsatellite instabilities (MSI)
(Markowitz et al., 2009). The surgical resection remains a basic treatment of CRC however it
is sufficient for some group of patients with early stage colorectal cancer. Generally the
overall prognosis for patients with stages | and Il (according to TNM staging) is good and
93%, and 82% survive the postoperative 5-year period. However, patients with stage Il and
IV disease are at increased risk of unfavorable outcome and 5-year disease-free survival is
estimated 60% and 8%, respectively (O’Connell et al., 2004). Adjuvant chemotherapy is
applied in order to improve the overall survival of patients with stage Il and IV disease
(Wolpin et al., 2007).

5-fluorouracil (5-FU) is one of the earliest chemotherapeutic agents and it has been
used successively in CRC treatment for over 50 years (Hammond et al., 2016). The drug
operates through mechanisms involving inhibition of DNA replication and cell death. The
primary 5-FU metabolite 5-fluorodeoxyuridine monophosphate (FAUMP) inhibits
thymidylate synthase (TYMS), an enzyme producing deoxythymidine monophosphate
(dTMP). Insufficient dTMP bioavailability disrupts DNA synthesis in the dividing cells. An
alternative 5-FU metabolites, namely 5-fluorouridine triphosphate (5-FUTP) and
5-fluorodeoxyuridine triphosphate (5-FAUTP) are analogs of deoxynucleotides and undergo
inclusion into replicated DNA, which results in impaired translation and subsequent cell death
(Janet et al., 2010; Hammond et al., 2016). One of the major obstacles in successful treatment
with 5-FU based adjuvant chemotherapy is an ability of CRC cells to acquire resistance.
Several mechanisms have been proposed to be responsible for the decrease in cancer cells
sensitivity to 5-FU including variable number of tandem repeats, single nucleotide
polymorphisms and microsatellite instabilities, occurring within genes encoding enzymes
metabolizing 5-FU, and altered expression of 5-FU metabolizing enzymes (Hammond et al.,
2016).

In the recent decade several factors that determine the sensitivity to chemotherapeutics

were identified including: the altered expression ABC transporters proteins, mutations of
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genes encoding growth factors receptors, inactivation of mismatch repair system, and
deregulated apoptosis (Holohan et al., 2013). Epithelial to mesenchymal transition (EMT),
conferring cells with mesenchymal characteristics is another adaptive mechanism that render
the tumor cells resistant to chemotherapy (Frederick et al., 2007; Serova et al., 2010; Wang et
al., 2010).

Epithelial to mesenchymal transition

EMT occurring in single cell or group of cells results in shift from epithelial to
mesenchymal phenotype. Cells undergoing EMT display reorganization of cell-cell adhesion,
loss of defined shape and cellular polarity with concomitant gain migratory properties (Baum
et al., 2008). Degradation of cell-cell junctions is a key step of EMT and occurs as a result of
altered expression of transmembrane proteins — cadherins. Extracellular cadherin domains of
neighbouring cells interact with each other whereas intracellular domains connect with actin
cytoskeleton via catenins (Wheelock et al., 2008). During EMT reduction or loss of
E-cadherin expression accompanied by simultaneous increase in expression of N-cadherin is
observed (Baum et al., 2008). E-cadherin is epithelial-specific protein which provides strong
cellular adhesion, while N-cadherin is mesenchymal marker and establishes weaker cell-cell
junctions compared to E-cadherin (Chu et al., 2004). Several transcription factors involved in
E-cadherin repression play a key role in EMT including: SNAIL, ZEB, E47, KLF8, TWIST1,
GSC, E2.2 and FOXC2 (Thierry et al., 2009).

EMT is related with change in expresson of surface-, nucleus-, extracellular matrix-
and basement membrane-specific markers. One of the key EMT markers is B-catenin
responsible for connecting cadherins with cytoskeleton and being a member of
[-catenin/TCF/LEF complex which controls expression of EMT-related genes (Zeisberg et
al., 2009). Fibronectin and vimentin which are components of extracellular matrix and
cytoskeleton, respectively, are other important EMT markers (Zeisberg et al., 2009). During
EMT expression of genes involved in antiapoptotic protection of mesenchymal cells is also
triggered (Baum et al., 2008). Cells may undergo EMT in the course of physiological and
pathological processes. Physiological EMT occurs during embryonic development and wound
healing. Pathological EMT is observed at the time of tumorgenesis (Thierry et al., 2009). It is
acknowledged that EMT is important factor promoting invasiveness and metastatic potential
in cancer cells (Baum et al., 2008). Shift from epithelial into mesenchymal phenotype in
cancer cell allows it to detach from primary tumor, migration, intravastaion, vascular

circulation, extravasation and implantation in target tissues (Baum et al., 2008). At the site of
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metastatic colonization cancer cells undergo a mesenchymal to epithelial transition (MET)
which is an opposite event to EMT and results in restoration of epithelial phenotype in

metastatic cells and stabilization of secondary tumor (Cheng et al., 2008).

EMT is also considered one of the mechanisms by which tumor cells acquire
resistance to chemotherapy (Frederick et al., 2007; Serova et al., 2010; Wang et al., 2010). It
has been shown that mesenchymal phenotype is associated with decreased sensitivity to
inhibitors of EGFR (erlotinib, gefitinib, cetuximab) in lung cancer, squamous cell carcinoma
of the head and neck and in hepatocellular carcinoma (Fuchs et al., 2006; Frederick et al.,
2007; Byers et al., 2013). As a result of EMT cancer cells may also acquire resistance to
conventional chemotherapeutics such as paclitaxel, oxaliplatin and lapatinib (Konecny et al.,
2008; Sabbah et al., 2008; Arumugan et al., 2009). On the other hand, forced overexpression
of a negative EMT regulator miR-200c has been shown to restore sensitivity of breast and
ovarian cancer cells to paclitaxel and cisplatin (Cochrane et al., 2009). Overexpression of
transcription factor SNAIL1 in melanoma cells and breast and ovarian cancer resulted in the
development of resistance to paclitaxel, adriamycin and radiation by interference

p53-dependent apoptosis pathway (Kajita et al., 2004; Kurrey et al., 2009).

TWIST1 and ID1

The basic helix-loop-helix (bHLH) bHLH proteins are subdivided into 7 classes, and
their common characteristic is the presence of a conservative alkaline domain and loop
flanked by two amphipathic a helices (Massari et al., 2000). Helices are involved in the
dimerization of the protein with the second bHLH transcription factor. V-class proteins
lacking a basic region comprise a separate class. Absence of basic domain prevents DNA
binding thus the class V proteins play the role of negative transcription regulators for class
I and Il agents (Massari et al., 2000). In multicellular organisms bHLH factors are involved in
many developmental processes, such as neurogenesis, myogenesis, hematopoiesis and

pancreas development (Massari et al., 2000).

TWIST1 is a transcription factor belonging to the class 1l of bHLH family and plays
akey role in the differentiation of mesenchyme and mesenchymal tissues. The
transcriptionally active TWIST1 dimer binds to the CATATG sequence called the E-box and
present in the sequence of multiple gene promoters. In adults expression of TWIST1 gene
remains low in defined areas (Ota et al., 2004). At the same time the TWIST1 protein

overexpressed in mature cells has been shown to play an important role in the development of
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the cancer (Yang et al.,, 2004). TWIST1 unlike most bHLH proteins, can produce active
homodimers (T/T) as well as heterodimers together with E12/E46 (T/E) proteins.
Homodimers and heterodimers modulate different signaling pathways and the in situ ratio of
each dimer form is determined by the levels of TWIST1 and ID1 (inhibitor of DNA binding 1)
genes expression (Connerney et al., 2006; Maciejewska et al., 2014). ID proteins
preferentially dimerize with E proteins, thus preventing them from forming T/E heterodimers.
Under such conditions TWIST1 forms active homodimers, whereas in the absence of ID
expression, TWIST1 composes T/E heterodimers (Connerney et al., 2006; Maciejewska et al.,
2014). In vivo studies on cranial sutures revealed that the co-expression of TWIST1 and ID1
genes on the mineralization front results in the expression of the FGFR2 gene and level of its
expression is directly regulated by the extent of T/T homodimer synthesis. In turn, in the
midst unmineralized part of the suture due to lack of ID1 expression, a T/E heterodimer is

formed and triggers activation of a different signaling pathway (Connerney et al., 2008).

ID1 belongs to class V bHLH and exerts an antagonistic effect on the transcriptional
activity of bHLH dimerization partners, resulting in inhibition of cell differentiation (Skider et
al., 2003). ID regulators are expressed more intensively during fetal and postnatal
development in stem and progenitor cells, but with proceeding cell differentiation, there is
adecrease in ID gene expression (Ling et al., 2014). It has been shown that ID1 is
overexpressed in haematopoietic and neural stem cells and is crucial in maintaining their
ability to self-renewal (Ling et al., 2014). On the other hand, pathological overexpression of

ID1 is one of the important factors in carcinogenesis (Ling et al., 2014).

The role of TWIST1 and ID1 in EMT

Overexpression of the TWIST1 gene in tumor cells stimulates EMT and results in
ability of these cells to form metastases (Cheng et al., 2008). This observation was confirmed
by in vivo studies showing that in liver and esophageal cancer TWIST1 gene overexpression
levels directly correlated with metastasis and shortened survival (Xie et al., 2009; Yang et al.,
2009). The elevated expression of TWIST1 gene has also been shown in breast (Martin et al.,
2005), liver (Yang et al., 2009), prostate (Yuen et al., 2007), stomach (Feng et al., 2009),
esophagus (Sasaki et al., 2009), pancreas (Satoh et al., 2008), ovary (Wang et al., 2013)
cancer cells and gliomas (Mikheeva et al., 2010).

TWISTL is directly involved in the repression of E-cadherin in favor of N-cadherin
(Cheng et al., 2008; Sasaki et al., 2009; Yang et al., 2009; Wang et al, 2013). In this process
the TWIST1/E12 heterodimer (T/E) recruits to the promoter of the E-cadherin gene Mi2 and
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NuRD proteins forming the chromatin remodeling and histone deacetylation (Fu et al., 2011).
Mi2/NuRD shows histone deacetylase activity and results in densely packed hypoacetylated
nucleosomes leading to the silencing of E-cadherin expression (Fu et al., 2011). During EMT
initiation TWIST1 protein co-operates with SNAIL1. SNAILI is necessary for EMT
induction, while TWIST1 supports this process. In vitro comparative studies of physiological
epithelial cells and cancer cells showed that the transcription of the TWIST1 gene is inhibited
by SNAILL in the early EMT phase, but increases after decline in expression level of the
SNAIL1 gene, which promotes inhibition of E-cadherin expression (Tran et al., 2011) This
spatial-temporal co-operation of TWIST1 and SNAIL1 is also observed in vivo in breast
cancer tumors during metastasis (Tran et al., 2011). Simultaneously with TWIST1-dependent
decrease in E-cadherin expression compensatory N-cadherin overexpression is observed in
cancer cells. In prostate cancer studies, TWIST1 has been shown to activate N-cadherin
expression by interacting with the E-cassette located at the first intron of the N-cadherin gene
(Alexander et al., 2006).

As the consequence of EMT tumor cells become insusceptible to apoptotic signals.
TWIST1 participates in this process by inhibiting p53-dependent cell death (Ansieau et al.,
2008). TWISTL can interact indirectly with p53 by inhibiting the expression of the ARF
suppressor gene thus modulating the signaling pathway ARF/MDM2/p53 (Maestro et al.,
1999). TWIST1 prevents the senescence of cells by inhibiting pathways dependent on p53
and Rb (Ansieau et al., 2008).

TWIST1 is also involved in the modulation of chemoresistance of tumor cells. It has
been shown that the silencing of the TWIST1 gene expression in prostate cancer cells
increased their sensitivity to cisplatin (Shiota et al., 2008). Also in prostate cancer cells as
well as nasopharyngeal carcinoma, bladder and ovarian cancer, increased expression of the
TWIST1 gene is related with increased resistance to taxol and vincristine (Wang et al., 2004).
The silencing of TWIST1 gene expression with sSiRNA in prostate cancer cell lines (DU145
and PC3) enhanced their sensitivity to paclitaxel, inhibited cell migration capacity with
parallel increase in expression of E-cadherin and molecular markers of MET (Kwok et al.,
2005). Additionally the silencing of TWIST1 gene expression in lung adenocarcinoma cell
lines (A549) resulted in their sensitization to cisplatin (Zhuo et al., 2008).

Oppositely to TWISTL, the role of ID1 in EMT remains unclear and scientific reports
remain contradictory. Research on breast and stomach carcinoma as well as glioblastoma
showed that ID1 is involved in the EMT process (Tobin et al., 2011; Peng et al., 2014,
Sanchez-Tilld et al., 2014). On the other hand it has been reported that suppression of the ID1
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gene in cancer cells correlated with a decrease in EMT markers (Zeisberg et al., 2009; Tobin
et al., 2011; Liu et al., 2015). Moreover in the case of a mouse model of breast cancer it has
been shown that ID1 promotes opposing effects (Stankic et al., 2013). Increased expression of
the ID1 gene in breast cancer cells led to development of characteristics of tumor stem cells
with increased invasive potential (Stankic et al., 2013). It is now recognized that the
mesenchymal phenotype and the cancer stem cell phenotype closely overlap with each other
(Thierry et al., 2009; Stankic et al., 2013). On the other hand ID1 promoted the MET process
in metastatic breast cancer cells which had undergone MET previously (Stankic et al., 2013).
Two opposing effects triggered by ID1 appear to depend on the local level of expression of
the TWIST1 and SNAIL1 gene, which differently modulate the ID1 function (Stankic et al.,
2013). ID1 has been shown to enhance the chemoresistance of esophageal and pancreatic
cancer cells (Li et al., 2014). On the other hand in patients with non-small cell lung cancer
high expression of the ID1 gene in the primary tumor was a favorable prognostic marker
(Cheng et al., 2014).

Rationale and purpose of research

TWIST1 and ID1 proteins can interact directly and the ratio of their expression levels
determines the activation of different signaling pathways. It has also been found that both
factors contribute to the carcinogenesis with a particularly well-documented role in breast and
prostate cancer (Martin et al., 2005; Yuen et al., 2007; Zhang et al., 2007; Tran et al., 2011,
Sharma et al., 2012; Stankic et al., 2013). The role of TWIST1 and ID1 in colorectal cancer
has not been studied extensively. Identification of factors promoting the resistance of CRC
cells to chemotherapy is an important aim of research on the biology of this tumor. Expanding
the spectrum of known biomarkers of chemoresistance will allow a more accurate prediction
of the outcome of the disease and more specific stratification of patients to a group with
agood response to adjuvant chemotherapy or to a group with insufficient response to
a treatment. In addition the identification of proteins that play an important role in lowering
CRC cells susceptibility to chemotherapy may be used to develop combined therapeutic
strategies combining 5-FU application together with selective inhibition of key signaling
pathways in tumor cell. To date, it has been shown that the overexpression of TWIST1 and
ID1 in many cases of cancers is associated with a decrease in the sensitivity of tumor cells to
chemotherapeutics. The above circumstances were rationale for the investigation on the
impact of TWIST1 and ID1 genes expression levels on the proliferation of CRC cells and their

chemosensitivity.
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Experimental procedures and results

The first step of the study was to determine the level of TWIST1 mRNA in specimens
derived from patients with CRC (n = 80) and control tissues (n = 30). The mean expression
level of the TWIST1 gene in tumor samples was significantly higher than that observed in the
control tissues. Moreover, TWIST1 gene expression levels correlated positively with the stage
of disease (TNM) and tumor grade (G), which was in line with previous results of Valdés-
Mora et al. (Valdés-Mora et al., 2009). Further experiments were conducted on HT-29 and
HCT-116 cell lines derived from different CRC cases with varied stages and different genetic
mutation profiles. Due to the observed increased expression of TWIST1 gene in CRC cells, the
first step of cell lines experiments was the silencing of TWIST1 expression. A corresponding
procedure was conducted regarding to the ID1 gene. TWIST1 and ID1 suppression was
performed by lentiviral vectors encoding shRNA complementary to mRNA target genes.
Control cells were transduced with vectors containing non-encoding inserts. Transduction
resulted in obtaining control cell lines (HT-29 c.v., HCT-116 c.v.) as well as TWIST1- or ID1-
suppressed cell lines with respective designations: HT-29 shTWIST1 and HCT-116 shTWIST1
and HT-29 shiD1 and HCT-116 shIiD1. By the means of RT-qPCR, Western Blot and ELISA
techniques a significant decrease in the levels of TWIST1 and ID1 transcripts and proteins was
demonstrated in experimental cells compared to control cells.

Next, we investigated whether suppression of TWIST1 and ID1 affects the growth rate
of tumor cells. Viability tests were performed on cells cultured under standard conditions or
in serum-free medium. The measurement of the metabolic activity of the cells was performed
with the MTT test, which under specific conditions can be used as a determinant of cellular
proliferation. HT-29 shTWIST1 and HCT-116 shTWIST1 cells showed decrease in growth rate
relative to control cells, regardless of serum availability. Suppression of ID1 resulted in an
enhanced cell proliferation of both cell lines compared to the control cells however only in the
HT-29 shID1 cells the observed effect was independent of the serum content in the culture

medium.

Afterwards RT-gPCR and Western Blot were applied to evaluate if the suppression of
TWIST1 and ID1 is followed by changes in expression of EMT markers (CDH1, CDH2,
CTNB1, VIM, FN1). The TWIST1 gene silencing in HT-29 cells was significantly
accompanied by altered expression of EMT markers including a drop in E-cadherin
expression and a parallel rise in N-cadherin expression. In the case of HCT-116 shTWIST1,
HT-29 shiD1 and HCT-116 shiD1 observed changes in EMT markers expression levels
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suggested the acquisition of the epithelial-mesenchymal (E/M) hybrid phenotype instead of
a distinct shift between those two phenotype types.

In the next step the MTT test was applied to evaluate the sensitivity of tumor cells to
5-FU with a concentrations ranging between 102 and 10 M. The silencing of TWIST1
expression was accompanied by a significant increase in 5-FU cell sensitivity. For the control
line HT-29 the 5-FU concentration at which the 50% decrease in cell viability (ICso) occurred
was 8.4 + 1.2 uM but after the TWIST1 silencing the ICso decreased to 0.3 + 0.1 uM.
HCT-116 shTWIST1 cells 1Cso was 3.2 + 0.6 uM compared to 13.2 £ 2.5 uM calculated for
HCT-116 c.v. ID1 suppression resulted in increase of chemosensitivity towards 5-FU only in
HCT-116 cells, while both control and ID1 suppressed HT-29 cells shared an averaged ICso
of 6.2+ 1.0 uM. HCT-116 c.v. cells were characterized by ICso values of 12.4 + 2.3 pM,
while in the HCT-116 shID1 cell line the ICso value dropped to 1.5 = 0.3 uM. Inhibition of
tumor cell growth by 5-FU can be achieved by stopping of cells division as well as by
inducing apoptosis. In order to clarify whether the observed TWIST1- and ID1-dependant
changes in the sensitivity of colorectal cancer cells to 5-FU result from a cytostatic or
cytotoxic effect an flow cytometric analysis of the apoptosis was performed. Both HT-29 cells
and, to a lesser extent, HCT-116 cells with suppressed TWIST1 showed a significant increase
in apoptosis after application of 1 uM 5-FU, compared to control cells. A specific
phenomenon observed after ID1 suppression was the significant increase in fraction of
apoptotic cells under standard culture conditions, both in the HT-29 and HCT-116 lines
however HCT-116 shID1 cells line exhibited higher apoptotic cell percentage compared to
HT-29 counterpart. Addition of 5-FU to culture medium induced stronger apoptotic effect in
HCT-116 shIiD1 cells compared to HT-29 shiD1 cells. These observations suggest that the
suppression of TWIST1 and ID1 in HT-29 and HCT-116 colon cancer cells increases their

sensitivity to 5-FU by enhancing the cytotoxic effect of the chemotherapeutic agent.

Acquisition of 5-FU resistance by tumor cells may arise from a change in expression
levels of genes encoding the enzymes involved in the metabolism of this compound.
Therefore the gene expression level of thymidine phosphorylase (TYMP), uridine-cytidine
kinase 2 (UCK2), dihydropyrimidine dehydrogenase (DPYD), thymidine kinase 1 (TK),
thymidine synthase (TYMS), uridine monophosphate synthase (UMPS) and uridine
phosphorylase 1 (UPP1) was examined. TWIST1 suppression resulted in changes in gene
expression depending on the type of tumor cell. A significant decrease in expression of DPYD

and TYMS genes was observed in HT-29 shTWIST1 compared to control cells. Both cell lines
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with silenced TWIST1 expression showed a significant increase in expression of TYMP and
UPP1 genes, and observed changes in mRNA levels correlated with changes in enzymatic
activity. DPYD is involved in the degradation pathway of 5-FU resulting in its transformation
to dihydrofluorouracil and fluoro-B-alanine (Naguib et al., 1985). It can be assumed that the
observed differences in sensitivity of TWIST1-suppressed cell lines towards 5-FU may in part
arise from the differential expression of DPYD gene. On the other hand, significant
upregulation of UPP1 gene expression in both HT-29 shTWIST1 and HCT-116 shTWIST1
cells suggests that their increased sensitivity to 5-FU compared to control cells may be result
of increased metabolic activation of 5-FU to 5-fluorouridine and 5-fluorouridine
monophosphate (Peters et al., 1986; Peters et al., 1991). ID1 suppression in the HT-29 cell
line resulted in significant reduction in expression levels of TYMP, UCK2 and DPDD. The
HCT-116 shiD1 cells showed a drop in transcript levels of the DPYD and TYMS genes, while
the mRNA for the TYMP, TK, and UCK2 genes was increased. Observed increased sensitivity
of HCT-116 cells to 5-FU following ID1 suppression can be partly attributed to an increase in
the expression levels of TYMP and TK which encode enzymes of the 5-FU metabolic
activation pathway with resulting 5-fluorodeoxyuridine and 5-fluorodeoxyuridine
monophosphate. Activation of 5-FU may also proceed via the synthesis of 5-fluorouridine and
5-fluorouradine monophosphate. 1D1 suppression in the HCT-116 line led to increase in the
expression of the UCK2 gene encoding the enzyme involved in the above pathway, while
HT-29 shiD1 cells showed a decrease in the mRNA level of the UCK2 gene. Such varied
gene expression profile suggests also an increased role of this pathway in HCT-116 cells after
suppression of ID1, but not in HT-29 cells.

Summary

Based on the obtained results, the decrease in TWIST1 expression in CRC cells may be
a sufficient factor for the promotion of epithelial phenotype, whereas ID1 suppression results
in the acquisition of E/M hybrid phenotype. Reducing the level of TWIST1 expression in CRC
cells decreases the proliferation rate, while drop in the expression level of ID1, on the
contrary, enhances cell growth. TWIST1 suppression in the examined CRC increased their
sensitivity to the cytotoxic effect of 5-FU, whereas in the case of depleted expression of ID1
significant sensitization was observed only in the HCT-116 cell line, but not in HT-29 cells.
The differences in the modulation of chemosensitivity of CRC cells induced by suppression
of TWIST1 and ID1 genes can be explained by a different expression profile of genes

encoding enzymes involved in 5-FU metabolism.
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With respect to obtained results it can be suggested that the evaluation of TWIST1 and
ID1 genes expression levels may be a potential predictor of the efficacy of therapy with 5-FU
in a CRC patients. Moreover, in the future TWIST1 and ID1 genes or their protein products

may be potential therapeutic targets in personalized CRC treatment.
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