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ROLA MIR-19 W REGULACJI EKSPRESJI FUKOZYLOTRANSFERAZY 8
W KOMORKACH CZERNIAKA ME45

Streszczenie. Poziom ekspresji fukozylotransferazy 8 (FUTS) koreluje
zrozwojem 1 agresywno$cig oraz opornoscia na leczenie wielu typow
nowotwordw. Poznanie wigc mechanizmoéw regulujacych poziom ekspresji FUTS
wydaje si¢ niezwykle istotne. W ramach niniejszej pracy przedstawiono wstepne
wyniki wskazujace, ze miR-19a jest jednym z czynnikow wplywajacych na
poziom ekspresji FUT8 w komdrkach czerniaka Me45.

ROLE OF MIR-19 IN THE REGULATION OF FUCOSYLTRANSFERASE 8
EXPRESSION IN ME45 MELANOMA CELLS

Summary. The expression level of fucosyltransferase 8 (FUT8) correlates with
the development and aggressiveness and resistance to treatment of many types of
cancer. Thus, learning more about the mechanisms that regulate FUT8 expression
levels appears to be of paramount importance. The present study presents
preliminary results indicating that miR-19a is one of the factors influencing the
expression level of FUTS in Me45 melanoma cells.

1. Wstep

Cechg charakterystyczng komorek nowotworowych jest przeprogramowanie
metaboliczne, ktore umozliwia im adaptacj¢ do zmieniajacych si¢ warunkdw wewnatrz-
1 zewnatrzkomérkowych. Zmiany zachodzace w komdrce obejmujg zar6wno zaburzenia
w przekazywaniu sygnatu jak i zmiany w aktywnos$ci oraz specyficznos$ci czynnikow
transkrypcyjnych. Wéréd zmian zachodzacych w komdrkach nowotworowych istotng
role odgrywaja miRNA oraz glikany (struktury cukrowe), gdyz s3 one powigzane nie
tylko z rozwojem 1 inwazyjnoscia nowotworow ale takze odpowiadaja za opornos¢
nowotorow na radio- i chemoterapi¢. Zatem oba te rodzaje czasteczek (miRNA i
glikany) sa czesto wykorzystywane jako biomarkery procesow nowotworzenia oraz
markery skuteczno$ci zastosowanej terapii.

Glikany sg istotnym elementem modyfikujagcym biatka i lipidy w komorce,
wplywajacym na strukture, stabilno$¢ i aktywnos$¢ tych makroczasteczek [8].
Na poziomie komorkowym glikany uczestnicza we wszystkich istotnych procesach
komérkowych, w tym  proliferacji, adhezji 1 komunikacji wewnatrz-
1 miedzykomodrkowej [16]. Proces glikozylacji jest wrazliwy na zmiany zachodzace
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w komorce a wystepowanie charakterystycznych struktur glikandéw mozna powigzac
z powstawaniem i rozwojem standw patologicznych, w tym z rozwojem nowotworow.
Zmiany w profilu glikozylacji charakterystyczne dla komoérek nowotworowych,
w poréwnaniu do komorek prawidlowych, obejmujg wzrost ilosci rozgat¢zionych,
wysokomannozowych 1 ztozonych N-glikandw, zawierajacych reszty kwasu sialowego
oraz fukozylowany rdzen [12]. W komorkach nowotworowych obserwowane jest
rowniez skrocenie tancuchdéw O-glikanow z rdwnoczesnym wzrostem liczby tancuchow
O-glikandw zawierajacych fukozg i/lub kwas sialowy [16]. O-glikozylacja jest
procesem o tyle istotnym, ze wykazano, ze O-GlcNAcylacja odgrywa znaczacg role w
wyborze $ciezki naprawy dwuniciowych peknie¢ DNA 1 promuje proliferacje komorek
nowotworowych [22]. Z rozwojem 1 przerzutowaniem raka powigzano rOwniez proces
fukozylacji [11]. Jednym z kluczowych enzyméw zwigzanych z fukozylacja jest
fukozylotransferaza 8 (FUTS), ktora jest jedynym ssaczym enzymem katalizujagcym
przyltaczenie reszty fukozylowej do rdzenia N-glikanow wigzaniem al1-6 glikozydowym
[6]. Poziom ekspresji FUT8 powigzany jest $cisle ze stopniem fukozylacji glikanow
przylaczonych do bialek kluczowych dla immunosupresji, adhezji, migracji czy
przerzutowania komorek nowotworowych [20]. Przylaczenie fukozy wplywa na
stabilno$¢ 1 aktywnos$¢ tych biatek. Wykazano réwniez zwigzek miedzy FUTS a leko- i
radioopornoscia komorek nowotworowych [19]. W komorkach czerniaka obnizenie
poziomu ekspresji FUTS8 skutkuje zahamowaniem inwazji 1 rozprzestrzeniania si¢ guza
[1]. Co wigcej stwierdzono, ze wyciszenie ekspresji FUT8 w komdrkach
nowotworowych powoduje nie tylko obnizenie poziomu fukozylacji rdzenia N-
glikanow ale wplywa rowniez na poziom ekspresji biatek zwigzanych z glikozylacja,
metabolizmem glukozy, naprawa DNA czy biatek uczestniczacych w procesie translacji
oraz biatek regulujacych fatdowanie i stabilizacje innych bialek [13]. Znaczenie FUTS
w mechanizmie transformacji komorek zdrowych w nowotworowe oraz wpltyw
poziomu FUT8 na szereg istotnych procesow komorkowych sprawia, ze FUTS jest
obiecujacym celem terapeutycznym. Doglebne poznanie mechanizméw regulacji
ekspresji FUTS8 bedzie moglto przyczynié¢ si¢ do precyzyjnego opracowania strategii
terapeutycznej skierowanej w strong FUTS.

Biosynteza glikanéw jest procesem wieloetapowym katalizowanym przez
enzymy przytaczajace jednostki cukrowe (glikozylotransferazy) i enzymy odcinajace
jednostki cukrowe (glikozydazy), co sprawia, ze rozwdj glikobiologii jest nieodtgcznie
powigzany z rozwojem narzedzi bioinformatycznych. Profil glikozylacji komorek
zalezy od poziomu ekspresji glikozylotransferaz i glikozydaz, lokalizacji tych enzymow
w komorce, aktywnos$ci biatek opiekunczych, metabolizmu 1 dostgpnosci substratow
[16]. Zlozono$¢ szlaku glikozylacji powoduje, ze mechanizmy kontroli syntezy
glikanow, a takze mechanizmy regulacji ekspresji enzymow zwigzanych z glikozylacja,
sg stosunkowo  stabo  poznane. Wiadomo jednak, ze poziom ekspresji
glikozylotransferaz jest regulowany, mig¢dzy innymi, przez miRNA. MiRNA s3
krotkimi, niekodujacymi czasteczkami RNA, ktore wigzac si¢ z czasteczkami mRNA
blokuja jego translacj¢ lub inicjuja degradacje mRNA. W komorkach nowotworowych
mechanizmy kontrolujace ekspresje miRNA s3 rozregulowane, przez co poziom
ekspresji poszczegdlnych miRNA mozna powigza¢ ze stopniem rozwoju nowotworu
[17]. W ramach niniejszej pracy zbadano, czy z jedno z miRNA bedacych markerami
progresji nowotworow (miR-19a) moze regulowac ekspresje FUTS.
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2. Metodyka

W celu zbadania roli miR-19a w regulacji ekspresji FUTS8 postuzono si¢ technikg
,»miR-masking”. Technika ta polega na wprowadzeniu do komorki oligonukleotyddéw o
sekwencji komplementarnej do miejsca wigzania si¢ miR w badanym mRNA.
Przylaczenie si¢ miR-maski do mRNA uniemozliwia przylaczenie si¢ miRNA
do mRNA co zapobiega inhibicji translacji/degradacji mRNA [3]. W badaniach
wykorzystano cztery oligonukleotydy (Rys.1): dwa oligonukleotydy o sekwencji
dojrzatlego miRNA (m19 odpowiada sekwencji miRNA-19a; m34- miRNA-34) i dwa
oligonukleotydy o sekwencji w petni komplementarnej do miejsca wigzania miRNA
w sekwencji mRNA FUTS8. Oddziatywanie miR-34 [1] z mRNA_ FUTS jest dobrze
udokumentowane w literaturze [5]), wigc zostalo wykorzystane jako kontrolne miRNA,
majace wykaza¢ zachowanie transkryptu po wprowadzeniu do komoérek miR-masek
blokujacych miejsce wigzania miRNA oddzialywujacego z mRNA FTUS.

3- ACATCACGTTGATACGTTTTGA ml19
[ [ O A A I
633: - CAUUAGAAAAUUUUGUAAAACAATUGC CmRNA_FUTS
N
3’- TTTTAAAACATTTTGTTACG GF8 antyl9
Y- UGUUGGUCGAUUCUGUGACGGU m34
[ (I (I [ I
1626: §5- CCCAUAAGACAA-ACACUGCCATA mRNA_FUTS8
[ N e [ I O e
3’- GGTATTCTGTT TGTGACGGTAT F8 anty34

Rys.1. Sekwencje miR-mask wykorzystywanych w badaniach. Na szaro zaznaczono
sekwencje mRNA kodujacag FUT8 (mRNA_FUTS). Liczba po lewej wskazuje
pozycje miejsca wigzania miRNA w sekwencji mRNA FUTS. m19, F8 anty19,
m34, F8 anty34- sekwencje miR-masek. Linie poziome 13czg komplementarne
nukleotydy w sekwencji miR-maski i sekwencji mRNA FUTS.

Badania prowadzono na ludzkiej linii komérkowej ztosliwego czerniaka Me45
Komorki Me45 transfekowano 3pmol miR-maskami i po 24h oznaczano dziatanie
masek na poziomie transkrypcyjnym (za pomoca RT-qPCR wykorzystujac zestaw
odczynnikoéw oparty na SYBR Green) 1 na poziomie aktywnos$ci bialka oznaczajac
poziom fukozylacji w komoérkach za pomoca lektyny LCA (wigze si¢ do glikanow
zawierajacych w swojej strukturze fukoze przylaczona wigzaniem al-6 glikozydowym
[21]) sprzezonej ze znacznikiem flurescencyjnym FITC. Poziom lektyny LCA-FITC
zwigzanej z komorkami Me45 oznaczono za pomocg cytometru. Oznaczenia wykonano
w trzech powtorzeniach.

3. Wyniki

Na rysunku 2 przedstawiono wzgledng zmiang ekspresji FUT8 w komorkach
transfekowanych poszczegdlnymi miR-maskami. Mozna zauwazy¢, ze obecno$¢ maski
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ml9, komplementarnej do miejsca wigzania miR-19 w sekwencji mRNA FUTS,
powoduje ponad dwukrotny wzrost poziomu ekspresji FUTS. Podobny efekt wywotuje
maska m34 blokujaca dziatanie miR-34, ktére to miRNA jest znanym regulatorem
ekspresji FUT8. Uzyskany wynik sugeruje, ze miR-19a, podobnie jak miR-34, wplywa
na poziom ekspresji FUTS8. Co interesujace, dziatanie masek o sekwencji w petni
komplementarnej do sekwencji mRNA FUTS (F8 antyl9, F8 anty34) jest w obu
przypadkach stabsze niz w przypadku masek czesciowo komplementarnych (m19,
m34). By¢ moze wynika to ze struktury mRNA FUTS, ale jest to hipoteza, ktora
wymaga eksperymentalnego potwierdzenia.
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Rys.2. Poziom ekspresji FUT8 w komoérkach Me45 transfekowanych miR-maska (m19,
m34, F8 antyl9, F8 anty34) Iub w komodrkach kontrolnych (nie-
transfekowanych). Analiz¢ wykonano metodg delta-delta ct z wykorzystaniem
genu RPL41 jako genu referencyjnego. Na wykresie zaznaczono odchylenie
standardowe.

Oznaczenie ilosci lektyny LCA zwigzanej do komorek Me45 wykonywano za
pomoca cytometru przeptywowego. Uzyskane wyniki przedstawiono na rysunku 3.
Komoérki Me45 transfekowane maskami m19 i m34 wykazuja lekki wzrost ilo$ci
zwigzanej lektyny LCA, ale rozrzut uzyskanych wynikéw nie pozwala stwierdzié, ze
obserwowany efekt jest istotny. Brak znaczacego efektu zmiany w ilosci zwigzanej
lektyny LCA do komorek Me45, mimo wzrostu poziomu transkryptu FUTS (rys. 2),
moze wynika¢ z dwdch powodoéw: (1) poziom transkryptu nie zawsze odzwierciela
jednoznacznie poziom biatka, gdyz translacja transkryptu moze by¢ zahamowana [23],
(2) lektyna LCA oprocz wigzania si¢ do fukozy przylaczonej wigzaniem al-6
glikozydowym rozpoznaje rOwniez mannoz¢ przylaczona wigzaniem a-glikozydowym
[18]. LCA, ze wzgledu na preferencyjne wigzanie si¢ do al-6 fukozy, jest standardowo
wykorzystywana do badania aktywnosci FUT8 [9]. Zeby wiec zweryfikowaé, czy
wprowadzenie do komorki maski m19 rzeczywiscie wplywa na stopien fukozylacji
komoérek wykonano dodatkowe badanie, w ktorym komodrki Me45 transfekowano
standardowg iloscig (3pmol) m19 (1x m19) lub dwa razy wigksza ilo$cig (6pmol) m19
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(2x m19). Uzyskane wyniki przedstawiono na rysunku 4. Zwigkszenie ilosci maski m19
wprowadzonej do komorek Me45 zintensyfikowato efekt dzialania maski m19
w komorkach powodujac prawie dwukrotny wzrost ilosci lektyn LCA zwigzanych do
komorek Me45. Obserwowany efekt jest wiec wprost proporcjonalny do ilo$ci maski
m19 wprowadzonej do komorek i sugeruje, ze maska m19 indukuje wzrost ilosci FUT8
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Rys. 3. Poziom fluorescencji komodrek Me45 znakowanych lektyng LCA sprz¢zong
z FITC. Wyniki znormalizowano do kontroli (komoérek nietransfekowanych).
Na wykresie zaznaczono odchylenie standardowe.
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Rys.4. Poziom fluorescecji komorek Me45 transfekowanych r6zng ilo$cig maski m19.
Wyniki znormalizowano do kontroli (komorek nietransfekowanych). Na
wykresie zaznaczono odchylenie standardowe. 1x m19: komorki transfekowane
3pmol m19; 2x m19: komorki transfekowane 6pmol m19.
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4. Podsumowanie

Zmieniong ekspresje miR-19a obserwuje si¢ w wielu typach nowotworow. MiR-
19a bierze udziat w indukcji proliferacji 1 migracji komorek nowotworowych 1 jest
czesto nadekspresjonowany u pacjentow ze zdiagnozowanym ztosliwym nowotworem
[2]. Rozpatrywany jest wiec jako potencjalny biomarker progresji nowotworow.
Co wigcej stwierdzono, ze komodrki czerniaka wydzielaja eksosomy wzbogacone
w miR-19a 1 to miRNA promuje powstawanie lekoopornych komoérek czerniaka [14].
Rowniez poziom ekspresji FUT8 powigzano z agresywnoscig 1 opornoscig na leczenie
czerniaka [19]. W oparciu o dane dostepne w bazie miRPathDB v2.0 [10] stwierdzono,
ze mRNA FUTS posiada potencjalne miejsce wigzania miR-19a. Poniewaz poziom
FUTS, podobnie jak miR-19a, powigzany jest ze stopniem ztosliwosci czerniaka 1 obie
te czasteczki rozpatrywane sg zaréwno jako potencjalny cel terapii jak 1 biomarker
skuteczno$ci leczenia [4; 14] wydawato si¢ interesujace, sprawdzenie, czy miR-19a
moze regulowa¢ ekspresje FUTS8. W ramach niniejszej pracy wykazano, ze
zablokowanie miejsca wigzania miR-19a zwigksza poziom mRNA FUT8 w komorkach
Me45 i jest to efekt porownywalny do dziatania oligonukleotydu maskujacego miejsce
wigzania miRNA o znanym oddzialywaniu z mRNA_ FUT8 (miR-34) do FUTS. Co
wiecej wprowadzenie do komorki maski m19 powoduje zwigkszenie ilosci glikandw
zawierajacych fukoze przytaczong wigzaniem al-6 glikozydowym i jest to efekt zalezny
od stezenia m19. Poniewaz FUTS jest jedynym enzymem katalizujagcym przytaczenie
fukozy wigzaniem a1-6 glikozydowym uzyskane wyniki sugeruja, ze miR-19a reguluje
ekspresje¢ FUT8. Przedstawione w pracy wyniki jako pierwsze wskazuja, ze miR-19a
jest zaangazowany w regulacje ekspresji FUTS8, ale w celu jednoznacznego
potwierdzenia regulacji wymagane sg dalsze badania.

Poznanie nowego elementu regulujacego poziom ekspresji FUT8 pozwoli lepiej
zrozumie¢ przyczyn¢ zmian ekspresji FUT8 w komorkach, co moze znalezé
odzwierciedlenie w wykorzystaniu FUT8 zarowno w diagnostyce jak i leczeniu
nowotwordw. Jest to o tyle istotne, ze miR-19a jest powigzany z aktywno$cig biatka
p53, ktoére to biatko, podobnie jak FUTS8, wptywa na ekspresj¢ biatek zwigzanych
z naprawg DNA.
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