Streszczenie

Alfa-enolaza (ENO1) to enzym szlaku glikolitycznego, ktorego nadekspresja
obserwowana jest wielu nowotworach, promujgc proliferacj¢ oraz inwazje¢ komorek
nowotworowych. ENO1 petni kluczowa role w utrzymaniu efektu Warburga, w ktorym
komorki nowotworowe czerpia energie z glikolizy tlenowej zamiast mitochondrialnej
fosforylacji oksydacyjnej, zar6wno w warunkach niedotlenienia jak i przy prawidtowym
poziomie tlenu. Eksperymentalne zmniejszenie ekspresji lub aktywno$ci enzymatycznej ENO1
w komorkach nowotworowych prowadzi do supresji glikolizy, aktywacji metabolizmu
tlenowego 1 obnizenia proliferacji, migracji i inwazji komorek, co czyni ENO1 atrakcyjnym
celem terapeutycznym. Biatko wigzace promotor c-MYC (MBP-1) jest produktem
alternatywnej translacji mRNA kodujacego ENO1. W przeciwienstwie do cytoplazmatycznej
ekspresji ENO1, MBP-1 lokalizuje si¢ w jadrze komorkowym, gdzie taczac si¢ z promotorem
genu c-MYC hamuje transkrypcje. Skutkiem tego jest zmniejszenie proliferacji oraz wzrostu
komoérek nowotworowych.

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byta analiza korelacji ekspresji biatka ENO1
oznaczonej metoda immunohistochemiczng u 112 pacjentow z czerniakiem skory ze
szczegotowymi parametrami klinicznymi i histopatologicznymi oraz analiza ekspresji ENO1 i
jej izoformy MBP-1 w przedklinicznych modelach in vitro. W przedstawionej pracy
wykorzystano 4 linie komorkowe czerniaka skory, pochodzace z guza pierwotnego (A375,
WM1341D) oraz z przerzutéw do weztow chtonnych (WM9, Hs294T).

W pierwszej publikacji, analiza modeli klinicznych i komoérkowych wykazata, ze
nadekspresja ENO1 zwigksza inwazyjno$¢ komorek czerniaka 1 koreluje z bardziej
agresywnym przebiegiem klinicznym. Nadekspresja ENO1 w komoérkach nowotworowych u
pacjentdéw z czerniakiem skory byla istotnie skorelowana z niekorzystnymi czynnikami
rokowniczymi, takimi jak grubos$¢ nacieku wedtug skali Breslowa i Clarka, aktywnoscia
mitotyczng oraz obecnoscig owrzodzenia. W liniach komoérkowych czerniaka wystgpowat
wyzszy poziom ekspresji ENO1 w poréwnaniu do prawidlowych melanocytow. Linie
komorkowe pochodzace z przerzutow (WM9 i1 Hs294T) wykazywaly wyzszy poziom
aktywnosci enzymatycznej ENO1 w warunkach hipoksji w poroéwnaniu do normoksji.
Uzyskane obserwacje wskazujg na istotng role ENO1 w adaptacji komorek nowotworowych
do warunkéw niedotlenienia, ktoére odzwierciedlaja $rodowisko weztow chlonnych i

zapewniajg przetrwanie komorkom przerzutujacym.



W drugiej czesci rozprawy doktorskiej skoncentrowano si¢ na zbadaniu wplywu
nadekspresji biatka MBP-1 i jego wariantu delecyjnego pozbawionego domeny C-koncowej
(MBP-1AC) w 2 liniach czerniaka skory (A375 1 WM9), pozyskanych odpowiednio z guza
pierwotnego oraz przerzutu do we¢zta chlonnego, na wybrane parametry komorkowe. Badanie
immunofluorescencyjne uwidocznito niecoczekiwang lokalizacj¢ cytoplazmatyczng MBP-1
oraz MBP-1AC w stabilnie transdukowanych liniach komorkowych, co sugeruje istnienie
mechanizmu importu jadrowego, nieefektywnego w warunkach silnej nadekspresji
lentiwirusowe;j. Niefizjologiczna ekspresja biatek MBP-1 i MBP-1AC w cytoplazmie ujawnita
szereg ich funkcji, podobnych do ENOI, takich jak zwigkszenie tempa proliferacji i glikolizy.
Niemniej jednak, czasteczka MBP-1, w przeciwienstwie do jej mutanta delecyjnego MBP-1AC
zachowata takze aktywnos$¢ przeciwnowotworows, ktora byta niezalezna od jej lokalizacji
jadrowej 1 ktéra uwidocznita si¢ w tescie zarastania rysy poprzez znaczace zmniejszenie tempa
migracji komorek linit WM9.

Wyniki uzyskane w tej rozprawie stanowia oryginalng analiz¢ korelacji pomiedzy
ekspresja ENO1 oraz MBP-1 w liniach komoérkowych czerniaka skéry a parametrami
proliferacji, inwazyjnosci i metabolizmu glukozy. Ponadto przedstawiona nadekspresja
izoformy ENO1 — MBP-1 lokalizujgca si¢ w cytoplazmie ujawnita nieoczekiwang aktywno$¢é
pronowotworowg oraz aktywnos¢ przeciwnowotworowa w liniach czerniaka skory.

Wyniki badan przedstawione w niniejszej rozprawie doktorskiej umozliwiaja
kontynuowanie badan nad ENOI1, potencjalnym markerem prognostycznym oraz celem

eksperymentalnych terapii czerniaka.



Abstract

Alpha-enolase (ENOL1) is an enzyme of the glycolytic pathway, whose overexpression
is observed in several cancers, promoting the proliferation and invasion of cancer cells. ENO1
plays an essential role in maintaining the Warburg effect, in which cancer cells derive energy
from aerobic glycolysis instead of mitochondrial oxidative phosphorylation, both under
hypoxic conditions and at normal oxygen levels. Experimental reduction of expression or
enzymatic activity of ENOL in cancer cells leads to suppression of glycolysis, activation of
aerobic metabolism, and reduction of proliferation, migration, and invasion of cells, making
ENOL1 an attractive therapeutic target. The c-MYC promoter-binding protein (MBP-1) is a
product of the alternative translation of the mRNA encoding ENO1. In contrast to the
cytoplasmic expression of ENO1, MBP-1 is located in the cell nucleus, where, by binding to
the c-MYC gene promoter, it inhibits transcription. The consequence is a reduction in the
proliferation and growth of cancer cells.

This doctoral dissertation aimed to analyze the correlation of ENO1 protein expression,
as determined by the immunohistochemical method, in 112 patients with skin melanoma with
detailed clinical and histopathological parameters, and to analyze the expression of ENO1 and
its MBP-1 isoform in preclinical in vitro models. Four skin melanoma cell lines derived from
the primary tumor (A375, WM1341D) and from lymph node metastases (WM9, Hs294T) were
used in this study.

In the first publication, the analysis of clinical and cellular models showed that
overexpression of ENO1 enhances the invasiveness of melanoma cells and correlates with a
more aggressive clinical course. Overexpression of ENOL1 in cancer cells in patients with skin
melanoma was significantly associated with unfavorable prognostic factors, such as Breslow
thickness, Clark level, mitotic activity, and the presence of ulceration. Melanoma cell lines
showed a higher level of ENO1 expression compared to normal melanocytes. Cell lines derived
from metastases (WM?9 and Hs294T) showed higher levels of ENO1 enzymatic activity under
hypoxia compared to normoxia. These observations indicate the significant role of ENOL1 in
the adaptation of cancer cells to hypoxic conditions, which reflect the environment of lymph
nodes and ensure the survival of metastasizing cells.

The second part of the doctoral dissertation focused on examining the impact of
overexpression of the MBP-1 protein and its C-terminal deletion mutant (MBP-1AC) in skin
melanoma lines (A375 and WM9), derived respectively from the primary tumor and lymph

node metastasis, on selected cell parameters. An immunofluorescent study revealed an



unexpected cytoplasmic location of MBP-1 and MBP-1AC in stably transduced cell lines,
suggesting the existence of a nuclear transport mechanism that is ineffective under conditions
of strong lentiviral overexpression. Non-physiological expression of MBP-1 and MBP-1AC
proteins in the cytoplasm revealed a number of their functions, similar to ENOL1, such as an
increased rate of proliferation and glycolysis. Nevertheless, the MBP-1 molecule, unlike its
deletion mutant MBP-1AC, also retained its anti-cancer activity, which was independent of its
nuclear location and was manifested in the wound healing assay by significantly reducing the
rate of migration of WM9 cell line.

The results obtained in this dissertation constitute an original analysis of the correlation
between the expression of ENO1 and MBP-1 in skin melanoma cell lines and parameters of
proliferation, invasiveness, and glucose metabolism. Moreover, the presented overexpression
of the ENOL1 isoform - MBP-1, localized in the cytoplasm, revealed an unexpected pro-tumor
activity as well as anti-tumor activity in skin melanoma lines, thereby increasing knowledge
about the biology of this protein.

The results of the studies presented in this doctoral dissertation enable the continuation
of research on ENOL, a potential prognostic marker, and target for experimental melanoma

therapies.



