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WYKAZ SKROTOW
LIST OF ABBREVIATIONS
ABL Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1
AMOT angiomotin
APC adenomatous polyposis coli
AREG amphiregulin
AXL AxI receptor Tyrosine kinase
BAX Bcl-2 associated X-protein
CKl1 casein kinase 1
ccRCC clear-cell renal cell carcinoma
CRC colorectal cancer
CTGF connective tissue growth factor
DVL Dishevelled protein
E3 ubiquitin protein ligase
ECM extracellular matrix
EGFR epithelial growth factor receptor
EMT epithelial-to-mesenchymal transition
FAT FAT atypical cadherin
FasR Fas receptor
FZD Frizzled protein
GAPDH Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
GLUTI1 Glucose transporter 1
GPCR G protein coupled receptor
GUSB beta-glucuronidase
HIFla Hypoxia Inducible Factor 1 Subunit Alpha
MS-HRM-
-qgPCR methylation-specific high-resolution-melting quantitative PCR
ISC intestinal stem cell
KO knock out
KRAS Kirsten rat sarcoma
LATS1/2 large tumor suppressor kinase 1/2
Lgr5 leucine-rich repeat-containing GPCRS
mccRCC metastasized clear-cell renal cell carcinoma
MOBI1 MOB kinase activator 1
MST1/2 serine/threonine kinase 4/3
NF2 neurofibromin 2
Oct-4 octamer-binding transcription factor 4
oS overall survival
gPCR quantitative polymerase chain reaction
PDGF platelet derived growth factor
PFS progression-free survival
PML promyelocytic leukemia
PUMA BCL2 binding component 3
RAF1 Raf-1 proto-oncogene, serine/threonine kinase
RASSF Ras association (RalGDS/AF-6) family member
RCC renal cell carcinoma
SAV1 Salvador family WW domain containing protein 1
Sd Scalloped
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SOCS suppresor of cytokine signaling
STRIPAK  striatin interacting phosphate and kinase complex
TAZ taffazin

TCF4 transcription factor 4

TEAD TEA domain family member

TJ tight junction

TP53 tumor protein TP53

VEGF vascular endothelial growth factor
VHL von Hippel Lindau tumor suppressor
WB Western blot technique

WNTS Wnt signalling pathway

YAPI1 Yes-associated protein 1

70-2 Zonula occludens -2
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1. STRESZCZENIE

Rak nerkowokomérkowy (RCC) stanowi ponad 90% wszystkich nowotworéw
nerki, sposréd ktérych najczestsza odmiang jest jasnokomoérkowy rak nerki (ccRCC).
Pomimo zanotowanego nieznacznego spadku $miertelnosci wéréd chorych na RCC w
ostatnich latach — wynikajacego z wczesniejszego wykrycia choroby — okazuje sie, ze
juz w momencie wykrycia guza, u ok. 20-40% chorych diagnozuje si¢ przerzuty
lokalne i odlegte [1].

Gtéwne srodowiskowe czynniki ryzyka w sporadycznych postaciach RCC to
palenie tytoniu i otytos¢. W dziedzicznych przypadkach RCC najczgstsze zmiany to
mutacje genetyczne w rejonie kodujagcym gen VHL — von Hippel Lindau. Prawidtowe
biatko VHL w warunkach normoksji prowadzi do degradacji czynnikéw HIFIa.
Delecje fragmentéw chromosomu 3 skutkuja zmiang w strukturze biatka VHL, co
prowadzi do nadmiernej produkcji czynnikéw HIF1a oraz czynnikéw wzrostowych
takich jak np. VEGF i PDGEF, a to wptywa na wzmozong proliferacje komorkowa,
rozwdéj guza oraz angiogeneze [2].

Szlak Hippo odpowiada w komoérce za regulacje: proliferacji komérkowe;,
przezycia komorki, mechanotransdukcji, samoodnowy komérek macierzystych oraz
kontrolg wielko$ci organéw i organogenezy [3—-6]. Gléwng kaskade fosforylacji w
szlaku Hippo u ssakéw tworza dwie kinazy: MST1/2 oraz LATS1/2 wraz z biatkami
adaptorowymi: MOB1 i1 SAV1, odpowiednio do kazdej z kinaz. Aktywacja szlaku np.
na skutek inhibicji kontaktowej tj. poprzez biatka zaangazowane w potaczenia
mi¢dzykomérkowe, prowadzi do fosforylacji efektorowego biatka YAPI i jego
retencji w cytoplazmie [6,7]. Nieaktywne kinazy MST1/2 oraz LATS1/2 nie
fosforyluja YAP1 co powoduje, ze w tej formie YAP1 — kofaktor czynnikéw
transkrypcyjnych, takich jak TEADI1-4, wiaze si¢ z DNA, umozliwiajac transkrypcje
okreslonych genéw. Zaréwno szlak Hippo, jak i elementy komdrkowe od niego
niezalezne, moga oddzialywa¢ z YAPI, a tym samym wptywaé na proliferacje,
réznicowanie lub apoptoze w komoree [8,9].

Mutacje genetyczne w onkogenach i1 supresorach, tworzacych szlak Hippo
zostaly juz opisane w wielu nowotworach m.in. w raku watrobowokomoérkowym, raku
niedrobnokomérkowym pluc czy w raku jelita grubego [10-12]. Jak dotychczas, nie

przeprowadzono badan nad ewentualnymi zmianami szlaku Hippo w materiale
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klinicznym raka jasnokomérkowego nerki, chociaz badania na liniach komérkowych
raka nerki wskazywaly na istotng role genu i biatka YAP1 w regulacji proliferacji i
apoptozy tych komorek [13].

Gtéwnym celem badan przedstawionych w niniejszej pracy doktorskiej byta
ocena poziomu ekspresji najwazniejszych elementéw szlaku Hippo w materiale
klinicznym raka jasnokomoérkowego nerki: YAP1, LATSI, MST2 oraz analiza
znaczenia prognostycznego zmian ekspresji tych genéw dla pacjentéw z ccRCC.

W pracy ,,Overexpression of the YAPI oncogene in clear cell renal cell
carcinoma is associated with poor outcome” (Oncology Reports, 2017)
przeprowadzono analiz¢ poziomu ekspresji trzech kluczowych gendéw dla szlaku
Hippo: LATS1, MST2 i YAPI zaréwno na poziomie mRNA (dla 86 pacjentéow) jak i
biatka (dla 58 pacjentow). Dla LATSI i MST2 oszacowano dodatkowo stopien
metylacji rejonéw promotorowych. W tkankach pochodzacych z guza wykazano
picciokrotne podwyzszenie ekspresji YAPI na poziomie mRNA 1 dwukrotne na
poziomie biatka. Dla LATS] stwierdzono za$ trzykrotne obnizenie na poziomie mRNA
i czterokrotne obnizenie na poziomie biatka. W pracy wykazano, ze zaburzenia w
poziomie mRNA/biatka dla LATS1 lub YAPI, ale nie MST2, w tkance
jasnokomorkowego raka nerki, wykazujg pozytywna zalezno$¢ z progresja choroby
oraz skréconym czasem przezycia chorych.

Oprécz pracy badawczej do rozprawy doktorskiej wilaczono dwie prace
przegladowe. Praca ,Rola szlaku Hippo w kontroli proliferacji komodrkowej i
wielkosci narzagdéw oraz jego zaburzenia w chorobach nowotworowych” (Postepy
Higieny 1 Medycyny Doswiadczalnej, 2014) opisuje poszczegélne elementy sktadowe
szlaku Hippo, zaréwno u Drosophila jak 1 u ssakow, z uwzglednieniem nadrzednych
regulatorow tego szlaku. Dodatkowo w pracy opisano niektére przyktady chordb
zwigzanych z zaburzeniami funkcjonowania elementéw sktadowych szlaku Hippo.

Praca pogladowa: ,,The Hippo pathway in colorectal cancer” (Folia
Histochemica et Cytobiologica, 2015), na przyktadzie jelita grubego, opisuje
zaburzenia w funkcjonowaniu szlaku Hippo, a takze w jego interakcjach z innymi
szlakami biochemicznymi, waznymi dla homeostazy nabtonka jelitowego, ktére moga
prowadzi¢ do zmian nowotworowych.

Uzyskane wyniki badan wskazuja, ze zar6wno obnizenie poziomu mRNA

i/lub biatka dla LATSI oraz podwyzszenie poziomu mRNA/biatka dla YAPI ma
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istotny statystycznie wpltyw na gorsze rokowanie dla pacjentéw z ccRCC,

przejawiajace si¢ skroceniem czasu przezycia i okresu bez progresji choroby.
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2. CHARAKTERYSTYKA PROBLEMU NAUKOWEGO

Rak nerkowokomoérkowy (renal cell carcinoma, RCC) stanowi 2-3%
przypadkéw nowotworéw wykrywanych u dorostych oraz 90-95% wszystkich
wykrywanych nowotworéw nerki. W 2008 roku na $wiecie zdiagnozowano okoto
209 000 nowych przypadkéw raka nerkowokomoérkowego, z czego 102 000
zakonczylto si¢ zgonem [1]. W 2010 w samej Unii Europejskiej odnotowano 65 000
nowych przypadkéw i 25 000 zgonéw. Pomimo spadku $miertelno$ci obserwowanego
w ostatnich trzech dekadach (z 4,8/100 000 w latach 1990-1994 na 4,1/100 000 w
latach 2000-2004), wynikajacego najprawdopodobniej z wczesniejszej, choc
przypadkowej diagnozy podczas badan rutynowych, szacuje si¢, ze juz w momencie
wykrycia choroby okoto 20-40% chorych ma zdiagnozowane przerzuty (najczestsze
miejsca przerzutéw to ptuca, kosci, watroba i mézg) [1].

Zaobserwowano pewne rdéznice W czestoSci zachorowan na raka
nerkowokomoérkowego w zaleznosci od pici, rasy i wieku. Wiadomo, ze choroba ta
wystepuje 2 razy czesciej u mezczyzn niz u kobiet, za§ $rednia wieku w momencie
wykrycia choroby to okoto 64. rok zycia (6-7 dekada zycia) dla sporadycznego raka
nerkowokomoérkowego (mtodsi pacjenci najczesSciej wykazuja dziedziczne cechy
zapadalnosci na t¢ chorobg) [1]. RCC jest rozpoznawany czes$ciej w Europie i
Ameryce Pdilnocnej niz w Azji, a wigksze ryzyko zachorowan wystgpuje posrod
osobnikow rasy biatej niz czarnej. W samej Europie obserwuje si¢ przypadki
zachorowan na RCC gtéwnie na wschodzie i péinocy kontynentu, natomiast Hiszpania
1 Portugalia maja najnizszy wskaznik zachorowan na raka nerkowokomérkowego
[14].

Wedlug  histologicznej  klasyfikacji ~ Heidelberga, @ ws$réd  rakow
nerkowokomoérkowych mozna wyrézni¢ nastepujace typy: rak jasnokomérkowy (clear
cell RCC) — stanowigcy 60-80% diagnozowanych przypadkéw; rak brodawkowaty
(papillary RCC) - stanowiacy 10-15% diagnozowanych przypadkéw; rak
chromofobowy (chromophobe RCC) — stanowiacy 5% diagnozowanych przypadkow;
onkocytoma (oncocytoma) — stanowiacy 5% diagnozowanych przypadkow; rak
wywodzacy si¢ z kanalikéw zbiorczych (collecting duct carcinoma) — stanowiacy 1%
diagnozowanych przypadkéw [2]. Pierwsze trzy w z wymienionych wyzej typow
nowotworéw stanowig tacznie ponad 90% diagnozowanych przypadkéw, jednakze to

jasnokomorkowy rak nerki (ccRCC) jest najbardziej powszechnym i najbardziej
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agresywnym typem raka nerkowokomoérkowego. Wedtug danych statystycznych
wykazuje on najwigksza szybkos¢ lokalnej inwazji, przerzutowania 1 najwyzsza
Smiertelnos¢ [15].

Do gtéwnych czynnikéw ryzyka zachorowania na sporadyczne postacie
ccRCC zalicza si¢: nadci$nienie, otylo$¢ i palenie tytoniu [16]. Dziedziczne postacie
ccRCC zazwyczaj pojawiaja si¢ w okoto 30-40 roku zycia i cechuje je obustronnos$¢ i
wieloogniskowos$¢ guza [16]. Najczestsza mutacja spotykang w dziedzicznej postaci
raka jasnokomoérkowego nerki jest mutacja w obrebie ramienia krétkiego chromosomu
3, obejmujacego rejon kodujacy biatko supresorowe VHL (von Hippel Lindau tumor
suppressor). Biatkko VHL wchodzi w sktad kompleksu ligazy ubikwityny 1 prowadzi
do degradacji proteosomalnej m.in. czynnikéw HIF1a (Hypoxia Inducible Factor 1
Subunit Alpha) podczas normoksji [2]. Delecja fragmentu 3p25-26 lub utrata ramiona
krotkiego chromosomu 3 to najczestsze mutacje genetyczne spotykane w chorobie von
Hippel-Lindau. Zmiany te w efekcie komérkowym powodujag nadmierng produkcje
czynnika transkrypcyjnego HIFla oraz czynnikéw wzrostowych — VEGF (vascular
endothelial growth factor), PDGF (platlet derived growth factor) oraz transporterow
glukozy — GLUT1 Iub GLUT8 [2]. Prowadzi to do wzmozonej proliferacji

komoérkowej, angiogenezy 1 wzrostu guza.

Niniejsza rozprawa doktorska prezentuje wyniki analiz molekularnych
wybranych genéw 1 bialek szlaku Hippo jako potencjalnych markeréw
prognostycznych raka jasnokomoérkowego nerki, gdyz ich rola w progresji ccRCC

dotychczas byta stabo opisana w literaturze.

Szlak Hippo (Hpo) zostal pierwotnie opisany u Drosophila melanogaster [17],
jednak najwazniejsze elementy tego szlaku pozostaly zakonserwowane ewolucyjnie
u ssakéw [18]. Do najwazniejszych proceséw biologicznych, w ktérych bierze udziat
szlak Hippo, zaliczy¢ mozna m.in. regulacje proliferacji komdrkowej, przezycia
komorki, mechanotransdukcji, organogenezy, samoodnowy komorek macierzystych
1 kontroli wielkosci organéw [3-6].

Gtéwng Sciezke fosforylacji szlaku Hippo stanowia dwie kinazy
serynowo — treoninowe: MST1/2 (serine/threonine kinase 4/3; odpowiednik kinazy

Hippo u Drosophila), LATS1/2 (large tumor suppressor kinase 1/2; odpowiednik
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kinazy Warts), oraz dwa biatka adaptorowe: SAV1 (Salvador family WW domain
containing protein 1; odpowiednik biatka Salvador) oraz MOB1 (MOB kinase
activator 1, odpowiednik biatka Mats). Wymienione biatka tworza tzw. kasete rdzenia
szlaku Hippo (Rys. 1). Biatkami efektorowymi szlaku sg kofaktory transkrypcji
YAP1/2 lub TAZ (Yes-associated protein 1, taffazin; odpowiedniki Yki) oraz
wspoldziatajace z nimi czynniki transkrypcji z rodziny TEAD1-4 (TEA domain family
member 1-4; odpowiedniki Sd) [3,7,19]. Aktywno$¢ kaskady fosforylacji Hippo jest
zalezna od gestosci komoérek otaczajacych (inhibicja kontaktowa), biegunowosci i
rozmiaru komorki, napr¢zenia elementéw matriks zewnatrzkomérkowej, zmian w
cytoszkielecie, jak roéwniez docierajacych do receptora btonowego GPCR sygnatéw
zewnatrzkomorkowych takich jak hormony, czynniki wzrostowe lub chemokiny [20].
Aktywacja szlaku powoduje, ze kinaza MST1/2 fosforyluje kinaz¢ LATS1/2 na C-
terminalnym motywie hydrofobowym, prowadzac jednoczesnie do autofosforylacji
LATS1/2. Dodatkowo, MST1/2 fosforyluje biatko adaptorowe MOB1 wzmacniajac
jego oddzialywania z LATS1/2 i powodujac jego pelng aktywacje [21-23]. Kinaza
MST1/2 fosforyluje takze SAV1, ktére to biatko wspétdziata w fosforylacji LATS1/2
[21]. Aktywowany LATS1/2 fosforyluje reszty serynowe na YAP1 (Ser127 i Ser381),
co powoduje zatrzymanie YAP1 w cytoplazmie i1 dalsza fosforylacje przez kinaze
kazeinowg 1 (CK1d&/€), aktywacje fosfodegronu, ktéra prowadzi do poliubikwitynacji
przez ligazg E3 1 degradacje proteosomalng biatka YAP1 [6]. Dotychczas opisano 5
miejsc fosforylacji na YAP1 dla LATS1/2 (Ser61, Ser109, Ser127, Ser164, Ser397).
W zalezno$ci od sygnalu wywotujacego proces fosforylacji, aktywowane moga by¢
rézne kinazy (takze nienalezace do szlaku Hippo), biatka hamujace lub aktywujace,
ktore moga bezposrednio oddziatywac¢ z YAP1 [24]. Pod wptywem tych oddziatywan,
w komorce zachodza odpowiednie zmiany, zwigzane z transkrypcja gendw,
odpowiadajacych albo za podtrzymanie przezycia komorki i proliferacje albo za
apoptoze [25].

W  przypadku deaktywacji szlaku Hippo, zaréwno w warunkach
fizjologicznych jak i w procesie nowotworowym, nie dochodzi do fosforylacji biatka
YAPI1. Skutkuje to translokacja YAPI1 do jadra i potagczeniem YAPI1 jako kofaktora
transkrypcji z czynnikami transkrypcyjnymi, giéwnie TEAD 1-4, Smad, Runx1/2,
p73, ErbB4, co powoduje aktywacje¢ transkrypcji genéw pozostajacych pod ich
kontrola np. ANKRD1 (czynnik transkrypcyjny), CYR6!I (czynnik wzrostu) czy CTGF
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(czynnik wzrostu), skutkujacych proliferacja, réznicowaniem komoérek oraz

stymulujacych proces angiogenezy (Rys. 1) [26-28].
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Rys. 1. Schemat dzialania gléwnych elementéow szlaku Hippo u ssakéw
(opracowanie wtasne). Kiedy szlak jest aktywny pod wplywem sygnatow zewnatrz-
lub wewnatrzkomérkowych, MST1/2 fosforyluje kinaze LATSI1/2, a ta kinaza
fosforyluje YAP/TAZ wyltaczajac jego aktywnos¢ transkrypcyjng. Przy braku sygnatu
1 stymulacji szlak pozostaje wylaczony, co prowadzi do translokacji YAP/TAZ do
jadra, potaczenia z odpowiednimi czynnikami transkrypcyjnymi i wiaczenia
transkrypcji odpowiednich genéw docelowych.

Inng role szlaku Hippo i biatka YAP1 w komoérce zaobserwowal zespot
Matallanas 1 wsp. w 2007 roku (Rys. 2) [8]. Opisali oni po raz pierwszy
prawdopodobng $ciezke aktywacji apoptozy z udzialem elementéw szlaku Hippo,
aktywowang zwigzaniem liganda do receptora FasR [8]. We wczesniejszych
doniesieniach wykazano, ze w komoérce oddziatywanie biatka RAF1 z kinazg MST1/2
uniemozliwia jej autofosforylacje i aktywacje¢ [29]. Okazalo si¢, ze do rozpadu tego
wigzania moze doj$¢ pod wptywem RASSFIA (Ras association (RalGDS/AF-6)
family member), ktéry poprzez domen¢ SARAH wigze si¢ z MST1/2, blokujac jego
potaczenie z RAFI1. Zaktywowana w tym kompleksie kinaza MST1/2 fosforyluje
LATS1/2, ktéra w konsekwencji fosforyluje YAP1 na Ser 127, powodujac jego
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transport do jadra i oddzialywanie z czynnikiem transkrypcji p73, a tym samym
wilaczenie transkrypcji proapoptotycznego genu PUMA (p53 upregulated modulator of
apoptosis) [8]. Inny sposéb aktywacji apoptozy opisali Lapi i wsp. w 2008 roku.
Wykazali oni, ze pod wptywem uszkodzenia DNA, YAP1 moze oddzialywac
wspélnie z PML 1 p73, prowadzac do transkrypcji genéw proapoptotycznych BAX i
PML [30]. Réwniez pod wplywem uszkodzenia DNA, kinaza tyrozynowa c-ABL
fosforyluje YAP1 (Y357), powodujac jego oddziatywanie z p73 i indukcje apoptozy
[9].
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Rys. 2. Mechanizm aktywacji apoptozy w komoérce poprzez Fas-RASSF1A-
MST2-YAP1-p73-PUMA (opracowanie wilasne). Aktywacja receptora FAS powoduje
uwolnienie kinazy MST2 z kompleksu hamujacego z RAF1 pod wplywem zwigzania
z RASSF1A. Prowadzi to do fosforylacji LATS1 i fosforylacji YAPI, ktére
przemieszcza si¢ do jadra. Tam, wspétdziatajac z p73, powoduje transkrypcje genu
PUMA 1 wlaczenie apoptozy [8].

Rola poszczegdlnych elementéw szlaku Hippo w wielu nowotworach zostata
dos¢ doktadnie opisana. W nowotworach watroby np. typu rak watrobowokomdrkowy
(hepatocellular carcinoma), rak drég zétciowych (cholangiocarcinoma), czy w

watrobiaku zarodkowym (hepatoblastoma), odnotowano podwyzszong ekspresje
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YAPI, oznaczong w prébach klinicznych. Wykazano, ze nadekspresja biatka YAPI
potaczona byta z jego wzmozong aktywnoscia jadrowa, skorelowang z obnizeniem
aktywnosci LATS1 [10].

W raku jelita grubego zaobserwowano podwyzszenie poziomu biatka YAP1
polaczone ze wzmozong lokalizacja jadrowa w 52,5% (73/139) analizowanych
przypadkéw  klinicznych. Dodatkowo zaobserwowano pozytywna korelacje
nadekspresji YAP1 z zaawansowaniem guza w skali TNM, wzmozong ekspresja
cykliny D1 oraz skréconym czasem przezycia dla pacjentéw [11].

W raku niedrobnokomérkowym ptuc takze wykazano podniesiong ekspresje
biatka YAPI1 (66,3%; 61/93 przypadkéw), wraz ze zwigkszong lokalizacja w jadrze
komoérkowym, ktora potaczona byla z zaawansowaniem guza w skali TNM. Ponadto
prowadzone przez tg samg grupe badania na liniach komérkowych potwierdzity role
YAP1 w promocji proliferacji i inwazji komodrek nowotworowych w raku

niedrobnokomérkowym ptuc [12].

Mutacje genetyczne i aberracje chromosomowe to zaburzenia prowadzace do
transformacji nowotworowej w komdrkach. Podobne konsekwencje dla komorek
niosa zmiany epigenetyczne tj. niekodowane w sekwencji DNA modyfikacje
(przekazywane zaréwno podczas podzialéw mitotycznych jak 1 mejotycznych),
wplywajace na nieprawidlowy poziom ekspresji gendéw [31]. Obecnie przyjmuje sie,
ze transformacja nowotworowa to wieloetapowy proces, polegajacy na przypadkowe;j
aktywacji onkogenéw lub/i wyciszeniu genéw supresorowych na skutek genetycznych
oraz epigenetycznych modyfikacji [32]. Do najpowszechniejszych zmian
epigenetycznych, opisanych w réznych typach nowotworéw, zalicza si¢ przede
wszystkim zmiany stopnia zmetylowania wysp CpG rejonéw promotorowych oraz
modyfikacje na poziomie histonéw (acetylacja, metylacja i fosforylacja) [33]. Baylin i
wsp. w 1986 roku opisali miejscowo specyficzng zmiang w metylacji, polegajaca na
podwyzszeniu poziomu zmetylowania nici DNA w rejonie kodujacym kalcytoning, w
drobnokomérkowym raku ptuc [34]. Natomiast zalezno$¢ miedzy hipermetylacja
rejonéw promotorowych a wyciszeniem gendéw supresorowych opisano po raz
pierwszy na przyktadzie genu retinoblastoma RB [35]. Dla dziedzicznej postaci raka
nerki opisano hipermatylacje rejonéw promotorowych w obszarze kodujacym VHL

prowadzaca do wyciszenia tego genu [31].

Katedra i Zaktad Histologii GUMed, 2019
13



Agnieszka L. Rybarczyk ,,Analiza ekspresji elementow szlaku Hippo: YAP1 i LATS1
oraz ich znaczenie prognostyczne w raku jasnokomorkowym nerki”

Wyijsciowy przeglad dostgpnego pismiennictwa wykazal, ze jak dotad nie
przeprowadzono badan nad ewentualnymi zmianami szlaku Hippo w materiale
klinicznym raka jasnokomdrkowego nerki, chociaz badania na liniach komérkowych
raka nerki wskazywaly na istotng rol¢ genu i biatka YAP1 w regulacji proliferacji i
apoptozy tych komoérek [13]. Przeprowadzone w pracy analizy zmian na poziomie
molekularnym obejmowaly ocen¢ zaré6wno poziomu mRNA 1 biatka oraz we
wskazanych przypadkach takze okreSlenie stopnia zmetylowania rejondw

promotorowych w badanych prébach.

Gléwnym celem badan przedstawionych w niniejszej pracy doktorskiej
byla ocena poziomu ekspresji najwazniejszych elementéow szlaku Hippo w
materiale klinicznym raka jasnokomoérkowego nerki: YAP1, LATS1, MST2 oraz
analiza ich znaczenia prognostycznego u chorych na raka jasnokomoérkowego

nerki.
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3. MATERIAL I METODY

Wszystkie badania, na podstawie ktoérych powstala niniejsza praca,
prowadzone byty na materiale klinicznym pozyskanym od pacjentéw Kliniki Urologii
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Badania uzyskaty akceptacj¢ Niezaleznej
Komisji Bioetycznej przy Gdanskim Uniwersytecie Medycznym (nr zgody
NKEBN/4/2011) a kazdy pacjent zakwalifikowany do projektu, wyrazil pisemng
zgode na udziat w badaniu.

Badania, opisane w rozprawie, zostaly przeprowadzone na 86 prdbach,
pobranych od pacjentéw. Chorzy ze zdiagnozowanym rakiem jasnokomoérkowym
nerki byli operowani w Klinice Urologii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, w
okresie od stycznia 2011 roku do wrzesnia 2013 roku.

Wiek pacjentéw, biorgcych udziat w badaniu, wahat si¢ od 33-83 lat ($rednia
wieku 62,16+11,24; n<62 = 45; n>62 = 41), kobiet byto 38 a m¢zczyzn 48. Wielkosé
guza w trakcie diagnozy <7 cm zdiagnozowano w 50 przypadkach a >7 cm w 36
przypadkach. Zréznicowanie w skali Fuhrman i TNM przedstawiono odpowiednio w
tabelinr 11 2.

W trakcie operacji (najczesciej radykalnej nefrektomii) pobrane od pacjentow
proby, w zaleznosci od miejsca pochodzenia, oznaczono jako C — préba kontrolna
pobrana z miejsca niezmienionego nowotworowo (n=86); T — préba pobrana z guza
pierwotnego (n=86); M - préba zawierajaca przerzutujace komorki nowotworowe z
guza nerki, pobrana albo z nadnerczy albo stanowigca regionalny we¢zet chtonny
(n=12). Od kazdego pacjenta pobrano fragment o wymiarach 8x8x8mm z okolicy
zmienionej nowotworowo 1 takich samych wymiaréw fragment z okolic niezmienione;j
nerki. Fragmenty tkanki zostaly podzielone na 4 mniejsze fragmenty (o wymiarach
ok. 2 x 2 x 8mm) i kazdy fragment umieszczono w osobnej probéwce zawierajacej
RNA later (2 proboéwki) lub 4% buforowang formaling (2 probéwki). Pozyskane w ten
sposob fragmenty tkankowe przechowywano w -80°C do dalszych analiz tzn. izolacji
RNA i oceny poziomu mRNA, izolacji i oceny poziomu biatek (RNAlater) lub w 4°C
do immunocytochemicznej oceny lokalizacji biatek w tkance (formalina). Pozyskany
material kliniczny po zaklasyfikowaniu przez patomorfologa jako jasnokomodrkowy
rak nerki (proby T) lub przerzut regionalny (M) byt nastgpnie poddawany dalszym

analizom.
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W momencie diagnozy obecno$ci przerzutdw nie stwierdzono w grupie 37
pacjentow. U pozostatych 49 (57%) pacjentéw zdiagnozowano lokalne przerzuty do
nadnerczy lub pobliskich weztéw chtonnych, chociaz posréd nich u 5 oséb
stwierdzono przerzuty odlegle do ptuc (n=2), mézgu (n=2) oraz mdzgu i watroby
(n=1). Przed operacja zaden z pacjentéw nie zostal poddany chemioterapii i
radioterapii.

Sredni okres obserwacji pacjentéw wynosit 21 miesigcy (od 3 do 48 miesiecy).
Z 86 pacjentéw, bioracych udzial w badaniu do dnia zakonczenia obserwacji przezyto
45 os6b (52%). Mediana czasu przezycia pacjentow, biorgcych udzial w badaniu,
wynosita 12 miesigcy a mediana czasu bez przerzutéw po operacji wynosita 6

miesiecy.

Tabela 1. Podzial pacjentéw bioracych udzial w badaniu na podgrupy
w zaleznosci od stopnia zréznicowania guza w skali Fuhrman.

Stopien wedlug skali Fuhrman Liczba pacjentéow
1 4
2 33
3 23
4 26

Tabela 2. Podzial pacjentéw bioracych udzial w badaniu na podgrupy
w zaleznosci od stopnia zréznicowania guza w skali TNM.

Stopien wedlug TNM Liczba pacjentow
I (T1-2NOMO) 37
II (T2NOMO) 8
I (T1-2N1MO lub T3NO1MO) 12
IV (T4NO-2MO lub T1-4N2MO lub T1-4NO-2M1) 29

W  niniejszej rozprawie wszystkie oznaczenia zmian ekspresji genoéw
(ilosciowe analizy mRNA) zostaty przeprowadzone z wykorzystaniem techniki qPCR,
znormalizowanej do wyznaczonego wczesniej genu referencyjnego, wlasciwego dla
materialu klinicznego, pochodzacego z tkanek pobranych z jasnokomérkowego raka

nerki — GUSB [36] .
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4. OMOWIENIE PUBLIKACJI WCHODZACYCH W SKEAD ROZPRAWY
DOKTORSKIEJ

4.1.PRACA ORYGINALNA

Jestem gléwnym autorem w pracy dotyczacej badah nad analizg elementéw
sktadowych szlaku Hippo w raku jasnokomdérkowym nerki. W trakcie prowadzenia
badan zajmowatam si¢ opracowywaniem koncepcji badawczej i pisaniem zataczonej
publikacji. Podczas pracy w laboratorium zajmowatam si¢ zabezpieczaniem materiatu
pozyskiwanego od pacjentow z Kliniki Urologii GUMed oraz obrébka materiatu
genetycznego tj.: izolacja mRNA, odwrotng transkrypcja i przeprowadzeniem

optymalizacji i oznaczen w badanych prébach metodg qPCR.

4.1.1. Praca ,,Overexpression of the YAPI oncogene in clear cell renal cell
carcinoma is associated with poor outcome”, w ktdrej jestem pierwszym
autorem, zostala opublikowana w roku 2017 w Oncology Reports. Jak dotad

praca byta cytowana 2 razy (baza Web of Science).

Celem badan przedstawionych w pracy byla analiza ekspresji trzech
kluczowych komponentéw szlaku Hippo: kinaz MST2, LATS1 oraz pozostajacego
pod ich kontrolg efektora jadrowego biatkka YAP1 w prébach pochodzacych od 86
chorych na raka jasnokomoérkowego nerki (ccRCC). Préby pobrano z tkanki
zmienionej nowotworowo (T), kontrolnej tkanki nerki niezmienionej makroskopowo i
mikroskopowo (C) oraz z tkanek pobranych z przerzutéw regionalnych (M).
Dodatkowo dokonano oceny stopnia metylacji rejonéw promotorowych dla gendéw
LATSI i MST2 przy wykorzystaniu techniki MS-HRM-qPCR (methylation-specific
high-resolution-melting quantitative PCR).

Analiza ekspresji na poziomie mRNA dla YAP! wykazala w probach
pobranych z guza (T) i przerzutowych (M) odpowiednio pigcio- i czterokrotne
podwyzszenie w poréwnaniu z kontrolg (p<0,01). Dla LATSI podobna analiza
wykazata odpowiednio trzykrotne i dwudziestopi¢ciokrotne obnizenie ekspresji
prébach pobranych z guza (T) i przerzutowych (M) (p<0,05). Poréwnanie wynikéw
analizy molekularnej z danymi klinicznymi pacjentow, umozliwito sformutowanie
nastepujagcych wnioskéw: dla pacjentéw z guzem zaklasyfikowanym wg skali

Fuhrman 3 lub 4 stwierdzono obnizong ekspresj¢ LATSI, z jednoczesnym
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podwyzszeniem ekspresji YAPI, w poroéwnaniu do prob kontrolnych. Takze w
przypadku pacjentéw z ccRCC ze stwierdzonymi w momencie operacji lokalnymi lub
odlegtymi przerzutami obserwowane jest podwyzszenie poziomu mRNA dla LATS/ i
obnizenie dla YAPI. Dla MST2 nie obserwowano réznic znamiennych statystycznie.

Pétilosciowa analiza poziomu biatka normalizowana w odniesieniu do
poziomu biatka GAPDH zostata przeprowadzona na 58 prébach pobranych z guza i 8
pobranych z przerzutéw z wykorzystaniem techniki Western Blot. Poziom YAP1 byt
dwukrotnie wyzszy w 81% (n=47) z analizowanych przypadkéw pochodzacych z guza
(T), za$ poziom biatka LATS1 byl czterokrotnie obnizony w 72% (n=42) préb T w
poroéwnaniu z kontrolg. Poréwnanie uzyskanych wynikéw z danymi klinicznymi
ujawnito, ze w przypadku pacjentéw z wyzszym stopniem guza w skali Fuhrman (3 i
4) obserwuje si¢ wzrost poziomu biatka YAPI, przy jednoczesnym spadku poziomu
biatka LATS1. W przypadku biatka MST2 nie wykazano réznic pomi¢dzy tkankg
niezmieniong nowotworowo i tkanka pobrang z guza, jednakze stwierdzono obnizenie
ekspresji mRNA MST2 w prébach z przerzutami lokalnymi.

Ocena stopnia metylacji rejonéw promotorowych przeprowadzona zostata dla
58 préb pochodzacych ze zmienionej nowotworowo tkanki i 10 préb kontrolnych.
Oznaczenia wykonano za pomocg nowoczesnej metody jakosciowo-ilosciowej MS-
HRM-gPCR wykorzystang 1 opisang szczegdélowo rdwniez we wczesniejszych
badaniach dotyczacych zmian ekspresji genu RASSFIA w ccRCC [37]. Zgodnie ze
standardami analiz préby zaklasyfikowano do czterech grup o odpowiednim stopniu
metylacji: 1, 0-10%; 2, 10-25%; 3, 25-50%; 4, 50-100%. Bazujac na wynikach
uzyskanych z 10 préb kontrolnych oraz prezentowanych w naszej wczesniejszej
publikacji [37] ustalono warto$¢ >25% jako status hipermetylacji dla promotoréw
LATSI lub MST2. Hipermetylacj¢ regionéw promotorowych DNA zanotowano w 28
prébach (48%) dla LATS1 oraz 22 prébach (38%) dla MST2. Dla LATSI dodatkowo
wykazano powiazanie hipermetylacji z wyzszym stopniem zaawansowania guza w
skali Fuhrmana (3 1 4) oraz z obecno$cig lokalnych lub odlegtych przerzutéw.
Poréwnanie wynikéw hipermetylacji z poziomem mRNA/biatka obecnym w tych
samych analizowanych prébach wykazato, ze hipermetylacja promotoréw jest
skorelowana z obnizeniem ilosci mRNA/biatka dla LATS1, ale nie dla MST2.

Poszukiwanie zaleznosci pomiedzy poziomami biatka lub mRNA w parach

LATS1-YAP1, LATS1-MST2 oraz MST2-YAP1 pozwolito okresli¢ negatywnag
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korelacje pomigdzy spadkiem poziomu biatka LATS1 a wzrostem poziomu biatka
YAP1 w 58 analizowanych prébach (rs=-0,51; p<0,05).

Skorelowanie danych klinicznych z wynikami molekularnymi pozwolito na
sformutowanie nast¢pujacych wnioskéw: czas przezycia pacjentéw (overall survival,
OS) oraz czas bez progresji choroby (progression-free survival, PFS) byly S$cisle
zwigzane ze stopniem zaawansowania choroby zar6wno w skali TNM jak 1 w skali
Fuhrman. Wyniki molekularnych analiz pokazaly, ze podwyzszony poziom YAPI
(zar6wno mRNA oraz biatka) jak réwniez hipermetylacja rejonéw promotorowych dla
LATS1 byty skorelowane z krétszym PFES i OS.

Analiza czasu przezycia z wykorzystaniem modelu Coxa wykazala, ze poziom
mRNA dla YAPI moze stanowi¢ niezalezny wskaznik przezycia pacjentéw (OS) z
jasnokomorkowym rakiem nerki w polaczeniu z szacowaniem stopniowania guza w
skali Fuhrman, jednakze tych samych zaleznos$ci nie uzyskano dla analiz okresu bez
progresji choroby (PFS).

Podsumowujac prezentowane wyniki mozna stwierdzi¢, ze zaburzenia w
poziomie mRNA/biatka dla LATS1 lub YAPI, ale nie MST2, w tkance
jasnokomorkowego raka nerki, wykazuja zalezno$¢ z progresja choroby oraz
skréconym czasem przezycia chorych. Co wigcej, pomiar mRNA YAPI w tkance

kontrolnej i guza nerki moze stanowi¢ niezalezny czynnik prognostyczny w ccRCC.

4.2. PRACE POGLADOWE

W sktad rozprawy doktorskiej wlaczono dwie prace pogladowe, ktére opisuja
elementy sktadowe szlaku Hippo, zaréwno u Drosophila melanogaster jak i u ssakéw,
wraz z mechanizmami oddzialywan, wyst¢pujacymi pomiedzy poszczegdlnymi
elementami szlaku. Rol¢ zaburzen szlaku Hippo w trakcie nowotworzenia bardziej
szczegblowo przedstawiono w drugiej z tych prac na przykladzie raka jelita grubego.
Doglebne zaznajomienie si¢ z tg tematyka pozwolito w konsekwencji na wytyczenie
celow badawczych, zrealizowanych w pracy oryginalnej wchodzacej w sklad
niniejszej rozprawy doktorskiej poswigconych zmianom ekspresji komponentow
szlaku Hippo w raku jasnokomérkowym nerki. Stad tez, moja rola w powstaniu

przedstawionych prac pogladowych byta kluczowa.
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4.2.1. Praca ,,Rola szlaku Hippo w kontroli proliferacji komérkowej i wielkosci
narzadéow oraz jego zaburzenia w chorobach nowotworowych”
opublikowana w roku 2014 w Postepach Higieny i Medycyny Doswiadczalnej
opisuje poszczegdlne elementy sktadowe szlaku Hippo. Praca byta cytowana 3

razy (baza Web of Science).

Kinazy wchodzace w sktad szlaku zostaty odkryte podczas badan,
prowadzonych w celu poszukiwania nowych genéw supresorowych na organizmie
modelowym Drosophila [17]. Kinaza Warts wraz ze swoim kofaktorem — biatkiem
Mats oraz kinaza Hippo wraz z biatkiem Salvador, bedacym jej kofaktorem tworza
kaskade fosforylacji, kontrolujaca, w zalezno$ci od potrzeb komorki, aktywnos$¢ biatka
efektorowego —Yorkie [38,39]. Yorkie to koaktywator transkrypcji, ktérego regulacja
aktywno$ci przez kaskad¢ fosforylacji Hippo, polega gléwnie na retencji
cytoplazmatycznej, czyli odseparowaniu go od odpowiednich czynnikéw
transkrypcyjnych np. Scalloped [40]. W wyniku fosforylacji reszt serynowych,
utworzone zostajg miejsca wigzania z biatkami cytoplazmatycznymi, zatrzymujacymi
Yki w cytoplazmie i/lub kierujagcymi go do degradacji w proteasomach [41].

W  publikacji zostaly opisane réwniez niektére z mechanizméw tzw.
nadrzednej regulacji szlaku Hippo. W mechanizmach tych biatka komoérkowe
zaangazowane m.in. w polaczenia migdzykomodrkowe, takie jak kadheryny Dachsous
czy Fat oraz biatka posredniczace w ich oddziatywaniu z kinazami szlaku Hippo, sg
odpowiedzialne za transdukcj¢ sygnatéw zewnatrzkomérkowych do wnetrza komorki
oraz odpowiednio zatrzymanie podzialéw komodrkowych lub tez aktywacje apoptozy
np. pod wptywem inhibicji kontaktowej [42,43]. Do komplekséw przekazujacych
sygnaty wzrostowe ze srodowiska zewnetrznego komorki jest zaliczany zesp6t biatek
Kibra-Expanded-Merlin zwigzanych poprzez domen¢ FERM z biatkiem F-aktyna
cytoszkieletu lub biatkami btony komoérkowej [44,45]. Wszystkie biatka z tego
kompleksu mogg synergistycznie oddzialywa¢ na kinazy szlaku Hippo aktywujac je,
dodatkowo bezposrednie wigzanie Expanded z Yki roéwniez powoduje retencje
cytoplazmatyczng Yki i zahamowanie jego aktywnosci transkrypcyjnej [40,46].

Innym biatkiem nadrz¢dnie regulujacym szlak Hippo 1 wigzagcym domeng

FERM jest biatko Crumbs. C-koncowa domena tego biatka odpowiedzialna jest za
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oddzialywanie z kompleksami regulujagcymi biegunowo$¢ komoérki (motyw PDZ)
natomiast w N-koncowym rejonie obecny motyw FBM (FERM-binding motif)
aktywujaco oddziatuje na biatko Expanded z kompleksu Kibra-Expanded-Merlin
wplywajac na aktywnos$¢ szlaku Hippo i regulacje proliferacji komoérkowej [47].

W pézniejszych latach okazalo si¢, ze wszystkie istotne dla funkcjonowania
tegoz szlaku elementy skladowe posiadaja swoje ssacze homologi. U ssakéw
mechanizm dziatania gtéwnej kaskady fosforylacji opiera si¢ na oddzialywaniu kinazy
MST1/2 wraz z kofaktorem SAV1 kontrolujgcymi aktywnos$¢ kinazy LATS1/2, ktéra
wraz z kofaktorem —biatkiem MOBI, fosforyluja biatko YAP1 lub jego paralog biatko
TAZ [48]. Aktywne kinazy powoduja wytaczenie aktywnosci transkrypcyjnej biatka
YAP/TAZ i odseparowanie go od czynnikéw transkrypcyjnych z rodziny TEAD [49].
W zaleznos$ci od sygnaléw docierajacych do komérki, YAP moze funkcjonowac jako
biatko antyapoptotyczne, prowadzac do ekspresji biatek hamujacych apoptoze jak np.
cIAP1 (Birc2) lub surwiwyna (Birc5) [18]. Istnieja rowniez doniesienia ukazujace
silne wlasciwosci proapoptotyczne YAP np. pod wplywem uszkodzenia DNA i
aktywacji receptora Fas [8,50]. Oprocz wptywu na regulacje proliferacji i $mierci
komérkowej YAP moze réwniez bra¢ udzial w promowaniu lub hamowaniu
roznicowania komorek macierzystych, w zaleznosci od rodzajéw czynnikéw
transkrypcyjnych, z ktérymi oddzialuje w jadrze komoérkowym np. interakcja z
czynnikiem RunX2, pod wptywem fosforylacji przez kinaze Src/Yes, prowadzi do
regulacji réznicowania osteoblastow [51].

W pracy opisano przyktady zmian w poziomie ekspresji genéw, kodujacych
biatka sktadowe kaskady Hippo, zbadane w réznych typach nowotworéw. W
przypadku kinaz rdzenia kasety szlaku obserwowane zmiany mialy charakter
supresorowy; obnizenie ekspresji MST1/2 i LATSI stwierdzono np. w raku zotadka,
czy tez dla LATSI obnizenie ekspresji w raku watrobowokomérkowym lub
hepatoblastoma wieku dziecigcego [10,52]. Podczas zahamowania aktywnosci kinaz
kontrolujacych dzialanie YAP, w wielu typach nowotworéw obserwuje si¢ jego
onkogenny charakter z jednoczesng amplifikacja locus 1122 oraz powigzanym z tym
gorszym rokowaniem dla pacjentéw (rak niedrobnokomdérkowy ptuca i rak zotadka)
[12,53]. Zmiany w poziomie ekspresji w materiale klinicznym potwierdzone w

niektérych przypadkach réwniez w doswiadczeniach z liniami komoérkowymi
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dodatkowo wyjasnily pewne niepowodzenia chemioterapii z wykorzystaniem

cytostatykow takich jak doksorubicyna czy paklitaksel [54,55].

4.2.2. Praca pogladowa: ,,The Hippo pathway in colorectal cancer’ ukazata si¢ w
roku 2015 w Folia Histochemica et Cytobiologica. W pracy opisano
zaburzenia szlaku Hippo w nowotworzeniu na przykladzie raka jelita grubego z
uwzglednieniem zaangazowania w ten proces biatlek komoérkowych nie
zwigzanych bezposrednio ze szlakiem Hippo lub interakcji innych szlakéw
biochemicznych z elementami kaskady fosforylacji Hippo. Praca byta

cytowana 24 razy (baza Web of Science).

Istniejg mechanizmy regulacji efektoréw szlaku Hippo — bialek YAP i TAZ,
niezwigzane bezposrednio z gtéwnymi elementami tegoz szlaku. Biatka, zwigzane z
polaczeniami komoérkowymi, takie jak angiomotyna (AMOT) czy ZO-2,
posredniczace w potaczeniach typu S$cistego, moga odpowiednio wzmagac
fosforylacje YAP przez LATS1/2 [56] lub powodowa¢ wzrost poziomu YAP w jadrze
i/lub zwigzanie TAZ w kompleksach polaczen $cistych [57,58]. W potaczeniach
zwierajacych biatko a-katenina wraz z ufosforylowang formg YAP1 i biatkiem 14-3-3
tworzg kompleks hamujacy aktywnos¢ YAP1 [59].

W omawianej pracy pogladowej przedstawiono rowniez zaleznosci elementow
sktadowych szlaku Hippo z innymi szlakami, istotnymi dla homeostazy komérek
nabtonkowych wyscietajacych jelita. Komponenty szlaku Wnt/B-katenina (WNTS)
kontrolujg aktywno$¢ efektora — jadrowego koaktywatora transkrypcji [-kateniny,
kontrolujacego ekspresje genéw, dla ktérych produkty biatkowe regulujg procesy np.
odnowy komoérek macierzystych czy przejscia nabtonkowo-mezenchymatycznego
(EMT) [60,61]. Jedna ze sktadowych szlaku WNTS - biatko Dishevelled (DVL)
oddziatuje z biatkiem TAZ w aktywnym uktadzie szlaku Hippo, powodujac restrykcje
sygnatowania WNT, co odblokowuje kompleks degradujacy [-katening [62]. W
sytuacji wylagczenia fosforylacji TAZ, czyli inaktywacji szlaku Hippo, promowana jest
jego translokacja do jadra i odseparowanie od biatka Dishevelled oraz zwigzana z tym
akumulacja [3-kateniny w cytoplazmie i jadrze [62].

Drugi z omawianych szlakéw — EGFR/KRAS jest powigzany z degradacja
YAPI1 przy udziale kompleksu poliubikwitujacego SOCS5/6. Podczas kancerogenezy
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EGFR zaktywowany biatkiem Ras powoduje obnizenie ekspresji SOCS5/6, co
jednoczes$nie prowadzi do wzrostu YAP1 w cytoplazmie [63]. Dodatkowo wykazano,
ze nieufosforylowana forma YAP1 moze indukowa¢ ekspresje gendéw kodujacych
EGFR oraz amfireguliny (AREG). Amfiregulina wigze si¢ z receptorem dla EGF i
dziata jako autokrynny czynnik komoérkowy (sprz¢zenie zwrotne), co moze by¢ jedng
z przyczyn niepowodzen terapii z wykorzystaniem inhibitorow EGFR, stosowanych
miedzy innymi w raku przetyku [64].

Kolejna czegs$¢ pracy pogladowej to analiza funkcji szlaku Hippo w nabtonku
jelitowym w stanie homeostazy, regeneracji oraz kancerogenezy. Pierwsze
doniesienia, dotyczace onkogennej roli YAP1 w nablonku jelitowym, wykazywaty
jego zasadniczg ekspresje giéwnie w podstawach krypt, czyli niszy ISC [65].
Uwzgledniajac interakcje szlakow Hippo i Wnt, zaobserwowano, ze na dnie krypt
jelitowych w komoérkach macierzystych istnieje podniesiony poziom sygnatowania
Wnt [66].

W doswiadczeniach z uszkodzeniem nabtonka jelitowego zaobserwowano
konstytutywng aktywacj¢ szlaku Hippo podczas regeneracji komérek/tkanek przy
jednoczesnym stwierdzeniu nieaktywnego YAPI w stanie homeostazy komoérkowe;.
Dodatkowo supresory procesu kancerogenezy, nadrzednie regulujace aktywnosc
YAP1 w stanie fizjologicznym, moga prowadzi¢ do przerostu nablonka i tworzenia
guza [67].

Najczestsze mutacje dla raka jelita grubego dotyczg gtéwnie genu APC oraz
rozregulowania sygnalowania WNT. Analiz¢ ekspresji gendw, kodujacych
najwazniejsze elementy sktadowe szlaku Hippo, przeprowadzit Liang 1 wsp. Opisali
oni obnizony poziom mRNA dla YAP, TAZ, TEAD i OCT4 w raku jelita grubego w
poréwnaniu ze zdrowg tkankg [68]. Pozytywng korelacj¢ pomiedzy poziomem mRNA
dla YAPI i TAZ oraz, pozostajacymi pod ich kontrolg, genami docelowymi AXL i
CTGF zaobserwowano na grupie 522 pacjentéw [69]. Zaproponowano, ze pacjenci
posiadajacy podwyzszony poziom ekspresji jednego, dwdch lub trzech gendéw z grupy
TAZ, AXL i CTGF posiadajg rosngce ryzyko progresji choroby [69]. Dodatkowe
badania z wykorzystaniem techniki mikromacierzy wykazaly inne geny docelowe dla
TAZ, zwigzane z przejsciem nabtonkowo-mezenchymatycznym, migracja i inwazja,
progresja raka jelita grubego oraz angiogeneza. Pacjenci z wysokim poziomem

ekspresji w grupie genéw TAZ - AXL - CTGF posiadajacy obnizony poziom mRNA
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dla jednego lub dwoéch genéw z grupy ANOI- SQLE wykazuja wigksze szanse
przezycia niz grupa z podwyzszona ekspresja ANOI — SQLE [69].

Ostatnia cze$¢ pracy dotyczy spersonalizowanych terapii z wykorzystaniem
chemoterapeutykéw takich jak Cetuximab, stosowanych w leczeniu pacjentéw z
rakiem jelita grubego. Analiza wynikow leczenia z uwzglednieniem aktywnosci YAP1
wykazata, ze tylko grupa pacjentdw z nieaktywnym YAP1 reagowata na monoterapi¢
z wykorzystaniem Cetuximabu —guz ulegat cze¢Sciowej lub catkowitej remisji (n=80, z

wylaczeniem z badan grupy pacjentéw z TNM=IV) [70].
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5. PODSUMOWANIE WYNIKOW I WNIOSKI

Szlak Hippo w raku jasnokomérkowym nerki zostal dotychczas stabo poznany.
W pracy oryginalnej przedstawionej w niniejszej rozprawie doktorskiej, oznaczono
zmiany na poziomie molekularnym dla najwazniejszych elementéw tego szlaku, a na
podstawie uzyskanych wynikéw oraz zebranych danych klinicznych pacjentéw,
sformutowano nast¢pujace wnioski:

*  Wzrost poziomu mRNA 1 biatka dla YAP] oraz wyzszy stopien hipermetylacji
rejondw promotorowych dla LATSI/ sa skorelowane z krétszym czasem
przezycia i skréceniem czasu bez progresji choroby dla pacjentéw z ccRCC;

*  Warto$¢ prognostyczna wyznaczona wg modelu Coxa dla pacjentéw z rakiem
jasnokomorkowym nerki okreslona zostata dla poziomu mRNA dla YAPI w
potaczeniu ze stopniem szacowania guza wedlug skali Fuhrman;

* Gléwnym mechanizmem epigenetycznym odpowiedzialnym za obnizong
ekspresje genu LATSI w ccRCC jest hipermetylacja regionéw promotorowych;

* Proponuje si¢ witaczenie pomiaru poziomu genu YAPI na poziomie mRNA lub
biatka oraz metylacji DNA genu LATS! do badan nad molekularnym panelem
prognostycznym w ccRCC.
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ENGLISH VERSION

Analysis of the expression of Hippo pathway elements: YAP1 and
LATSI1 and their prognostic significance in clear cell renal cell

carcinoma

1. ABSTRACT

Renal cell carcinoma (RCC) accounts for over 90% of all kidney tumors,
of which the most common type is clear cell renal cell carcinoma (ccRCC). In recent
years, there has been a decrease in mortality among patients with renal cell carcinoma,
resulting from earlier detection of the disease. However, it turns out that metastases

are detected already at the time of diagnosis in about 20-40% of cases [1].

The main environmental risk factors in sporadic RCC are cigarette
smoking and obesity. In heritable cases of RCC, the most common changes are genetic
mutations in the chromosomal region encoding the VHL (von Hippel Lindau) gene.
Intact (normal) VHL protein causes rapid degradation of HIF1a transcription factor in
normoxic conditions. Mutations of VHL gene lead to inactivation of VHL protein,
followed by excessive production of HIF1a (Hypoxia Inducible Factor 1 Subunit
Alpha) and growth factors such as VEGF (vascular endothelial growth factor) and
PDGF (platelet derived growth factor), which affects increased cell proliferation,

tumor development and angiogenesis [2].

The Hippo pathway maintains the regulation of the cell proliferation, cell
survival, mechanotransduction, stem cell self-renewal as well as control of organ size
and organogenesis [3—6]. The main phosphorylation cascade in the mammalian Hippo
pathway is formed by two core kinases: MST1/2 (serine/threonine kinase 4/3) and
LATS1/2 (large tumor suppressor kinase 1/2), together with their adapter proteins:
MOB1 (MOB kinase activator 1) and SAV1 (Salvador family WW domain containing
protein 1), respectively. Activation of the pathway, e.g. due to contact inhibition
through proteins involved in intercellular connections, leads to phosphorylation of the

effector protein YAP1 (Yes-associated protein 1) and its retention in the cytoplasm
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[6,7]. If Hippo signalling is inactive, the MST1/2 and LATS1/2 kinases do not
phosphorylate YAP1, thus, YAPI is transferred to the cell nucleus and acts as cofactor
of transcription factors. Together with TEAD1-4 transcription factors, YAP]1 triggers

expression of genes which affect proliferation, differentiation or cell apoptosis [8,9].

Genetic mutations in oncogenes and tumor suppressors that form the
Hippo pathway have already been described in many cancers, including hepatocellular
carcinoma, non-small cell lung cancer or colorectal cancer [10-12]. To date, there is
no studies on possible changes in the Hippo pathway in the clinical material of RCC,
however analyzes on RCC cell lines indicated an important role of the YAPI gene and

protein in the regulation of proliferation and cell apoptosis [13].

The main objectives of this research were to assess the expression level of
the most important elements of the Hippo pathway: YAP1, LATS1 and MST2 in the
clinical material of ccRCC and to analyze their prognostic significance in patients with

ccRCC.

The analysis of the expression level of three key genes for the Hippo
pathway: LATS1, MST2 and YAPI at both the mRNA and protein levels was presented
in the manuscript "Overexpression of the YAPI oncogene in clear cell renal cell
carcinoma with associated outcome" (Oncology Reports, 2017) based on biopsies of
86 ccRCC patients. For LATSI and MST2, the degree of methylation of the promoter
regions was further estimated. In tumor ccRCC tissues, five-fold increase in YAPI
expression at the mRNA level and two-fold at the protein level was demonstrated. For
LATS1, a three-fold reduction at the mRNA level and a four-fold reduction at the
protein level were identified. The study showed that disturbances in the level of
mRNA / protein for LATSI or YAPI, but not MST2, in the tissue of clear cell RCC,
show a positive relationship with the progression free survival (PFS) and shortened

overall survival (OS).

In addition to the original paper, two review papers are included in the
presented doctoral thesis. "The role of the Hippo pathway in the control of cellular
proliferation and organ size and its disorders in cancer" (Postepy Higieny i Medycyny
Doswiadczalnej, 2014, written in Polish language) describes the individual

components of the Hippo pathway, both in Drosophila and in mammals, including the
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precedent regulators of this pathway. In addition, the paper describes some examples

of diseases related to functional disorders of Hippo pathway components.

The paper "Hippo pathway in colorectal cancer" (Folia Histochemica et
Cytobiologica, 2015) reviews disorders in the functioning of the Hippo pathway in the
large intestine cancer, as well as its interactions with other biochemical pathways,

important for intestinal epithelial homeostasis, which may lead to tumor formation.

It can be concluded that both the reduction of mRNA and/or protein level
of LATSI and the increase in mRNA/protein level of YAPI have a statistically
significant effect on the worsened prognosis for patients with ccRCC, resulting in a

reduction of OS and PFS.
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2. OBJECTIVES OF THE WORK

The main objective of the research presented in this doctoral thesis was to
assess the expression level of the Hippo pathway the most important elements in the
clinical material of clear cell renal cell carcinoma: YAP1, LATS1, MST2 and analysis

of their prognostic significance for patients with ccRCC.
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3. MATERIAL AND METHODS

All studies constituting this doctoral thesis were conducted on the clinical
material obtained from patients of the Department of Urology of the Medical
University of Gdansk. The research received the approval of the Independent
Bioethics Commission at the Medical University of Gdansk (permission number
NKEBN/4/2011) and a written consent was obtained before the surgery from each

patient.

The investigations described in the thesis, were carried out on samples
obtained from 86 ccRCC patients. Patients diagnosed with clear cell renal cell
carcinoma underwent a surgical total one-sided nephrectomy at the Urology Clinic of
the Medical University of Gdansk, from January 2011 to September 2013. The age of
patients participating in the study ranged from 33-83 years (mean age 62, 1611, 24; n
<62 =45;n> 62 =41), there were 38 women and 48 men. Tumors of the size less or
equal to 7 cm during surgery were found in 50 cases and tumors larger than 7 cm were
found in 36 cases. Differences in the Fuhrman grades and TNM stages are presented

in tables 1 and 2, respectively.

During the surgery, the samples taken from the patients, depending on the
place of origin, were marked as C - a control sample taken from the unchanged kidney
part (n = 86); T - sample taken from the tumor (n = 86); M - a metastasized sample
taken either from the adrenal gland or constituting an lymph node (n = 12). A tissue
fragment of 8 x 8 x 8 mm was taken from each patient from the neoplastic area, and a
fragment of the same dimensions was taken from the area of the unchanged kidneys.
The tissue fragments were divided into 4 smaller fragments (approximately 2 x 2 x 8
mm) and each was placed in a separate tube containing RNAlater reagent (2 tubes) or
4% buffered formalin (2 tubes). The tissue fragments obtained in this way were stored
at  -80°C for further analyses, i.e. RNA isolation and mRNA level assessment,
isolation and assessment of the protein levels (RNAlater) and at 4°C for
immunohistochemical (IHC) assessment of the protein localization in the tissue
(formalin-preserved samples). The collected clinical material, after being classified by
the pathomorphologist as a clear cell renal cell carcinoma in T samples and ccRCC-

derived metastasis in M samples, was then subjected to further analyses.
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Table 1. Division of patients participating in the study into subgroups depending on
the degree of differentiation of the tumor cells according to the Fuhrman
grading system.

Degree accordm.g to Number of patients
Fuhrman grading
1 4
2 33
3 23
4 26

Table 2. Division of patients participating in the study into subgroups depending on
the degree of tumor differentiation according to the TNM scale.

Degree according to TNM staging Number of patients
I (T1-2NOMO) 37
II (T2NOMO) 8
I (T1-2N1MO or T3NO1MO) 12
IV (T4NO-2MO or T1-4N2MO or T1-4N0-2M1) 29

At the time of the diagnosis, presence of metastases was not observed in a
group of 37 patients. In the remaining 49 (57%) patients, local metastases to the
adrenal glands or local lymph nodes were diagnosed, although among them 5 patients
had distant metastases to the lungs (n = 2), brain (n = 2) and brain and liver (n = 1).

Before the operation, none of the patients underwent chemotherapy or radiotherapy.

The average follow-up period was 21 months (from 3 to 48 months). Of 86
patients who participated in the study, 45 persons (52%) survived by the day of
observation. The average survival time of the patients participating in the study was 12

months and the median post-operative non-metastatic time was 6 months.

In this dissertation, all determinations of gene expression changes
(quantitative mRNA analysis) were carried out using the qPCR technique, normalized
to the previously designated reference gene, appropriate for the clinical material,

derived from tissues collected from ccRCC - GUSB [36].
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4. REVIEWS OF THE PUBLICATIONS INCLUDED IN THE DOCTORAL
DISSERTATION

4.1. ORIGINAL PAPER

I am the first author of the original paper that describes the research studies on
the Hippo pathway components analysis in ccRCC in the discussed papers. During
these investigations 1 was involved in the development of the research concept and
writing of manuscripts. During the laboratory work, I was collecting and preparing the
material obtained from patients from the Urology Clinic of Medical University of
Gdansk. I was also responsible for processing of genetic material, i.e. mRNA isolation

from the samples, reverse transcription and optimization of the gPCR method.

4.1.1. The publication "Overexpression of the YAPI oncogene in clear cell
renal cell carcinoma is associated with poor outcome', in which I am
the first author, was published in 2017 in Oncology Reports 2017; 38 (1):
427-439. So far, the work has been cited twice (Web of Science).

The aim of the study was to analyse the expression of three key components of the
Hippo pathway: MST2 and LATSI1 kinases and the nuclear effector protein YAPI in
samples taken from 86 patients with ccRCC from cancerous tissue (T), control renal
tissue unchanged macroscopically and microscopically (C) and in tissues taken from
local metastases (M). Additionally, the degree of methylation of promoter regions for
LATS] and MST2 genes was assessed using the MS-HRM-gPCR technique

(methylation-specific high-resolution-melting quantitative PCR).

Analysis of the expression at the mRNA level for YAPI revealed in the
samples taken from the tumor (T) and metastatic (M) a five- and four-fold increase,
respectively, as compared to the control (p <0.01). For LATSI, a similar analysis
showed a three-fold and twenty-five-fold decrease in the expression of samples taken
from tumor (T) and metastatic (M) (p <0.05), respectively. A comparison of the
molecular analysis results with clinical data of the patients made it possible to
formulate the following conclusions: for patients with a tumor classified according to
the Fuhrman 3 or 4 grade, decreased LATSI expression was observed, while the
expression of YAPI was increased, as compared to controls. Also for patients with

ccRCC with local or distant metastases detected at the time of surgery, an increased
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level of LATSI mRNA and a decreased for YAPI was observed. No statistically

significant differences were observed for MST2.

Semi-quantitative analysis of the protein level normalized with the
GAPDH protein level was carried out on 58 samples taken from the tumor and 8 from
metastases using the Western blot technique. The level of YAP1 was twice as high in
81% (n = 47) of the analyzed cases from the tumor (T), and the LATS1 protein level
was reduced four times in 72% (n = 42) T samples compared to the control.
Comparison of the obtained results with clinical data revealed that in the case of
patients with a higher tumor grade on the Fuhrman scale (3 and 4), an increase in the
level of YAP1 protein is observed, while the level of LATS1 protein decreases. In the
case of MST2 protein, there were no differences between the tumor tissue and the

control.

The evaluation of the methylation degree of the promoter regions was
carried out for 58 samples originating from neoplastic tissue and 10 control samples.
The assays were made using the modern quality-quantitative method MS-HRM-qPCR
used and described in detail also in our previous studies on changes in RASSF1A gene
expression in ccRCC [37]. According to the analysis standards, the samples were
classified into four groups with the appropriate degree of methylation: 1, 0-10%; 2,
10-25%:; 3, 25-50%; 4, 50-100%. Based on the results obtained from 10 control
samples and presented in an another publication [30], the value > 25% was set as the
hypermethylation status for the LATSI or MST2 promoters. Hypermethylation of
promoters was recorded in 28 ccRCC samples (48%) for LATS1 and 22 samples (38%)
for MST2. For LATSI, the hypermethylation was also associated with a higher
Fuhrman degree (3 and 4) and the presence of local or distant metastases (TNM 3 and
4). Comparison of the hypermethylation results with the level of mRNA/protein
present in the same analyzed samples showed that promoter hypermethylation is
correlated with a decrease in the amount of mRNA/protein for LATS!, but not for

MST2.

The analysis of possible associations between protein or mRNA levels in
LATS1-YAP1, LATSI-MST2 and MST2-YAP1 pairs revealed the negative
correlation between LATS1 and YAPI1 protein levels in 58 analysed samples (rs = -

0.51, p <0.05).
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Correlating the clinical data with the results of molecular analyses allowed
to formulate the following conclusions: patients' overall survival (OS) and
progression-free survival (PFS) were closely related to the progress of the disease both
on the TNM scale and on the Fuhrman scale. The results of molecular analyses
showed that increased expression of YAP1 (both mRNA and protein) as well as
hypermethylation of promoter regions for LATS1 were correlated with shorter PFS

and OS.

Summing up the presented results, it can be concluded that disturbances in
the level of mRNA/protein for LATS1 or YAPI, but not MST2, in the tissue of clear
cell renal cell carcinoma, show a positive relationship with disease progression and

reduced survival time.

4.2.REVIEW PAPERS

4.2.1. The publication "The role of the Hippo pathway in the control of cell
proliferation and organ size and its disorders in cancer', was published
in 2014 in Polish in the journal Postepy Higieny i Medycyny
Doswiadczalnej, 2014; 68: 503-515. The review describes the role of
individual components of the Hippo pathway in the biology of normal and

cancer cells. The work has been cited 3 times (Web of Science).

The Hippo pathway kinases were discovered during the search for new
suppressor genes on the Drosophila model organism [17]. Warts kinase with its cofactor
- Mats protein and Hippo kinase along with its cofactor, the Salvador protein, form a
cascade of phosphorylation, controlling the effector protein activity — Yorkie, depending
on the needs of the cell [38,39]. Yorkie is a co-activator of transcription factors.
Regulation of Yorkie activity by the Hippo phosphorylation cascade consists mainly of
cytoplasmic retention, i.e. isolation from appropriate transcription factors [40]. As a
result of serine residues phosphorylation, binding sites for cytoplasmic proteins are
established and retain Yorki in the cytoplasm and/or direct it to the degradation in
proteasomes [41].

The paper contains the description of the upstream mechanisms of the Hippo

pathway regulation. This machinery uses cellular proteins involved in intercellular
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connections such as Dachsous cadherins or Fat cadherins, but also proteins mediating in
their interaction with Hippo pathway components. The above mentioned elements are
responsible for the transduction of extracellular signals to the interior of the cell and
arresting cell division or activation of apoptosis, for example, during contact inhibition
[42,43]. The complexes that transmit growth signals from the external environment of
the cell include the Kibra-Expanded-Merlin protein complex bound via the FERM
domain to the cytoskeletal F-actin protein or cell membrane proteins [44,45]. All
proteins from this complex may synergistically interact with the Hippo pathway kinases
by activating them. In addition, the direct binding Expanded with Yki also results in
cytoplasmic Yki retention and inhibition its transcriptional activity [40,46].

Another protein that regulates the Hippo pathway and bind the FERM domain
is the Crumbs protein. C-terminal domain of this protein is responsible for interaction
with complexes regulating the polarity of the cell (PDZ motif) while in the N-terminal
region containing FBM motif (FERM-binding motif) activates the Expanded protein
from the Kibra-Expanded-Merlin complex affecting the activity of the Hippo pathway
and regulates cell proliferation [47].

Afterwards, it turned out that all the components essential for the functioning
of this pathway had their mammalian homologous. In mammals, the mechanism of the
main phosphorylation cascade is based on the interaction of MST1/2 kinase together
with the SAV1 adaptor protein controlling LATS1/2 kinase activity which, together
with the MOBI1 adaptor protein, phosphorylate the YAP1 protein or its paralog — TAZ
protein [48]. Active kinases exclude the transcription activity of the YAP/TAZ protein
and separate them from TEAD family transcription factors [49]. Depending on the
signals received by the cell, YAP can function as an anti-apoptotic protein leading to the
expression of apoptosis-inhibiting proteins such as cIAP1 (Birc2) or survivin (Birc5)
[17]. There are also reports showing a strong pro-apoptotic properties of YAP, e.g.
under the influence of DNA damage and activation of the Fas receptor [8,50]. In
addition to affecting the regulation of cell proliferation and death, YAP may also
contribute to the promotion or inhibition of the stem cell differentiation, depending on
the types of transcription factors with which it interacts in the cell nucleus. For example,
interaction with the RunX2 factor, phosphorylated by Src/Yes kinase, leads to

regulation of osteoblast differentiation[51].
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The paper describes the examples of changes in the level of gene expression
coding the Hippo cascade proteins examined in various types of tumors. In the case of
Hippo pathway kinases, the observed changes were suppressor-like. The reduction of
MST1/2 and LATS1 expression was found, for example, in gastric cancer or for
LATSI1, lowering the expression in hepatocellular carcinoma or hepatoblastoma of
childhood [10,52]. During the inhibition of YAP-controlling kinases, in many types of
tumors, its oncogenic nature is observed with the simultaneous amplification of the
11922 locus and the associated worsened prognosis for patients (i.e. non-small cell lung
cancer and gastric cancer) [12,53]. Changes in the level of gene expression observed in
the clinical material was additionally confirmed (in some cases) by the experiments with
cell lines. The results of these experiments further clarified certain failures of

chemotherapy with the use of such cytostatics as doxorubicin or paclitaxel [54,55].

4.2.2. A review paper '"The Hippo pathway in colorectal cancer' was published
in 2015 in Folia Histochemica et Cytobiologica, 2015; 53 (2): 105-119. This
paper describes the disturbances of the Hippo pathway in cancer on the
example of colorectal cancer, taking into account the involvement of
cellular proteins not directly related to the pathway or the interaction of
other biochemical pathways with elements of the Hippo phosphorylation

cascade. The work was quoted 24 times (Web of Science).

There are mechanisms regulating the effectors of the Hippo pathway, YAP
and TAZ proteins, which are indirectly related to the main elements of this pathway.
Proteins associated with cellular junctions such as angiomotin (AMOT) or ZO-2,
present in tight junctions, may increase YAP phosphorylation by LATS1/2 [56], or
cause an increase in the level of YAP in the nucleus and/or binding of TAZ in the
complexes of tight junctions [57,58]. In cellular junctions containing the O-catenin
together with the phosphorylated form of YAPI and the 14-3-3 protein, they form a
complex that inhibits the activity of YAP1 [59].

This review article presents also the cross-talk between components of the
Hippo pathway and other pathways important for the homeostasis of epithelial cells.
Components of the Wnt / B-catenin (WNTS) pathway control the activity of the nuclear

transcription co-activator [3-catenin, which is involved in the control of the expression
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of genes responsible for regulation processes such as stem cell renewal or epithelial-
mesenchymal transition [60,61]. One of the components of the WNTS pathway,
Disheveled protein (DVL), interacts with the TAZ protein in the active Hippo pathway,
causing restriction of WNT signaling, which unblocks the [—catenin-destruction
complex [62]. In the situation of TAZ phosphorylation exclusion (inactivation of the
Hippo pathway), its translocation to the nucleus and separation from the Dishevelled
protein and the related accumulation of [3-catenin in the cytoplasm and nucleus, are
promoted [62].

The second discussed pathway, i.e. EGFR/KRAS, is associated with the
degradation of YAPI with the participation of the SOCSS5/6 polyubiquitinating
complex. During carcinogenesis, EGFR is activated by the Ras protein and cause
SOCS5/6 expression reduction, which also leads to an increase YAPI concentration in
the cytoplasm [63]. In addition, it has been shown that the non-phosphorylated form of
YAPI1 can induce the expression of genes encoding EGFR and amphiregulin (AREG).
Amphiregulin binds to the EGF receptor and acts as an autocrine cellular factor
(feedback), which may be one of the causes of therapy failure in esophageal cancer
when using EGFR inhibitors [64].

Another part of the review paper is the analysis of the Hippo pathway
function in the intestinal epithelium during homeostasis, regeneration and
carcinogenesis. The first reports on the oncogenic role of YAPI in the intestinal
epithelium showed its primary expression mainly in the bases of crypts, the ISC niche
[65]. Taking into account the interactions of the Hippo and Wnt pathways, it was found
that at the bottom of intestinal crypts, there is an increased level of Wnt signalling in
stem cells [66].

In experiments with damaged intestinal epithelium, constitutive activation of
the Hippo pathway during cell/tissue regeneration was observed while the inactive
YAP1 was found in the state of cellular homeostasis. In addition, tumor suppressors,
which upstream regulate the activity of YAPI in the physiological state, can lead to
epithelial hypertrophy and tumor formation [67].

The most common mutations for colorectal cancer concern mainly the APC
gene and the deregulation of WNT signalling. The analysis of the genes expression
encoding the most important components of the Hippo pathway was carried out by

Liang et al. They described the decreased level of mRNA for YAP, TAZ, TEAD and

Katedra i Zaktad Histologii GUMed, 2019
37



Agnieszka L. Rybarczyk ,,Analiza ekspresji elementow szlaku Hippo: YAP1 i LATS1
oraz ich znaczenie prognostyczne w raku jasnokomorkowym nerki”

OCT4 in colon cancer compared to healthy tissue [68]. A positive correlation between
the level of mRNA for YAPI and TAZ and the target genes AXL and CTGF under their
control was observed on a group of 522 patients [69]. It has been proposed that patients
with elevated levels of one, two or three genes from the TAZ, AXL and CTGF groups
have an increased risk of disease progression [69]. Additional studies using the
microarray technique showed other target genes for TAZ related to epithelial-
mesenchymal transition, migration and invasion, progression of colorectal cancer and
angiogenesis. Patients with high levels of expression in the TAZ - AXL - CTGF gene
group with reduced mRNA levels for one or two genes from the ANO1 - SQLE group
have a greater chance of survival than the group with increased ANOI1 - SQLE
expression [69].

The last part of the review concerns personalized therapies using
chemotherapeutics such as Cetuximab in patients with colorectal cancer. Analysis of the
treatment results, including YAP1 activity, showed that only the group of patients with
inactive YAP1 responded to monotherapy using Cetuximab and the cancer was partially

or completely remitted (n = 80, with the exception of patients with TNM = IV) [70].
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S. SUMMARY AND CONCLUSIONS

So far, the Hippo pathway in the clear cell carcinoma of the kidney has been
poorly understood. The original studies constituting the doctoral thesis described the
changes at the molecular level for the most important Hippo pathway elements. The
obtained results together with clinical data allowed to formulate the following

conclusions:

e The increase in mRNA and protein levels for YAP1 and the higher degree of
hypermethylation of promoter regions for LATS! correlate with shorter survival
times and shortened progression-free survival for patients with ccRCC.

* The prognostic value according to the Cox model for patients with clear cell
renal cell carcinoma was determined both for the mRNA level for YAPI gene in
combination with the degree of tumor progression according to the Fuhrman
scale.

* Hypermethylation of promoter of LATSI is probably the main epigenetic
regulator of the expression of this gene in ccRCC.

*  Further studies to check whether the mRNA assessment of YAP/ gene in tumor
ccRCC tissues may be treated as an independent prognostic factor in ccRCC are

proposed.
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