W dzisiejszych czasach ryzyko rozwoju choroby nowotworowej wzrasta niezmiernie szybko, zaréwno w krajach wysoko jak i
stabo rozwinietych. Gtdwnymi przyczynami tego zjawiska jest ogolne wydtuzenie przecietnej dtugosci zycia populacji, jak i
rozprzestrzenianie sie czynnikoéw ryzyka, takich jak nieodpowiednia higiena zycia, w tym palenie tytoniu, nieprawidtowa dieta
czy niska aktywnos$¢ fizyczna. Nowotwory sg obecnie jedng z gtéwnych przyczyng zgondw na $wiecie. Rocznie, wérdd kobiet
najwiecej przypadkéw zachorowar oraz zgon6éw notuje sie z powodu raka piersi, a wérod mezczyzn z powodu raka ptuc.

Rozwdj nowotworu jest konsekwencjg wielu zmian upo$ledzajgcych normalne mechanizmy odpowiedzialne za regulacje
prawidtowego wzrostu i rozwoju komérek. Dwie gtéwne grupy gendw zaangazowane W inicjacje rozwoju nowotworu to
onkogeny i geny supresorowe nowotworéw. Ludzki genom koduje sekwencje tzw. proto-onkogendw, ktérych produkty biatkowe
zaangazowane sgw regulacje wzrostu i roznicowanie sie komdrek. W wyniku mutacji badz nadmiernej ekspresji, proto-onkogeny
transformowane sa do onkogendw, a procesy przez nie regulowane zostajg zaburzone. Geny supresorowe nowotworéw sg
odpowiedzialne za ochrone komérki przed procesami patologicznymi mogacymi prowadzi¢ do rozwoju nowotworu. W
komorkach nowotworowych sg one czesto inaktywowane. Zablokowanie ich funkcji moze by¢ spowodowane przez genetyczne
badz epigenetyczne mutacje. Mutacje epigenetyczne odnoszg sie do zmian obserwowanych w komorce, ktére nie sa zwigzane ze
zmiang sekwencji DNA, jednak wplywaja na aktywno$¢ gendw. Jedng z intensywnie badanych zmian epigenetycznych jest
metylacja cytozyny. Metylacja jest procesem biochemicznym, polegajagcym na przytaczeniu grupy metylowej do cytozyny.
Zmiane ta obserwuje sie najczesciej w kontekscie dinukleotydu CpG, gdzie cytozyna wystepuje w sasiedztwie guaniny na
3’koncu. Dinukleotydy CpG wystepujg w duzej ilosci w obrebie elementéw regulatorowych gendw takich jak promotory.
Metylacja cytozyny w sekwencji promotora wigze sie z inaktywacja ekspresji genu. Komdrki nowotworowe cechuja sie niskim
globalnym poziomem metylacji, jednakze hipermetylacja jest zmiang obecng w obrebie promotoréw genéw supresorowych, przez
co sg one nieaktywne. Specyficzne mechanizmy odpowiedzialne za inaktywacje okreslonych genéw supresorowych nie zostaty do
tej pory dobrze scharakteryzowane. Naszym celem jest zbadanie roli wybranych czynnikéw transkrypcyjnych nalezacych do
rodziny KRAB-ZNF (Krippel associated box-Zinc Finger Proteins) w modulowaniu epigenetycznego profilu komorek
nowotworowych. JesteSmy przede wszystkim zainteresowani sprawdzeniem tego, czy czynniki KRAB-ZNF wplywajg na
epigenetyczng represja gendéw supresorowych. Zaktadamy bowiem, ze poprzez negatywna regulacje gendéw supresorowych,
nowotworowe czynniki KRAB-ZNF wptywajg na progresje nowotworzenia.

Biatka KRAB-ZNF sg silnymi epigenetycznymi represorami. Wigzg sie specyficznie do $cisle okreslonych sekwencji DNA i
poprzez formowanie kompleksu ztozonego z wielu biatek inicjujg powstawanie heterochromatyny. Heterochromatyna jest
»Zzamknietym” stanem chromatyny zwigzanym z represjg transkrypcji genéw znajdujacych sie w jej Srodowisku. Naszym celem
jest identyfikacja konkretnych genéw, ktére sa regulowane przez biatka KRAB-ZNF w komdrkach nowotworowych. Na
podstawie analiz statystycznych wybraliSmy kilka genéw KRAB-ZNF, ktérych ekspresja znacznie wzrasta w réznych typach
nowotworéw. Analizy te zostaty wykonane na podstawie danych zdeponowanych w projekcie TCGA (The Cancer Genome
Atlas), jednym z najwigkszych ogdlnoswiatowych projektéw, majacych na celu poréwnawczg analize i okreslenie molekularnego
profilu ludzkich nowotworéw. W kolejnym etapie wyniki otrzymane za pomocg analiz statystycznych zostang zweryfikowane w
laboratorium. Do tego celu uzyte zostang podstawowe techniki biologii molekularnej tj. RT-qPCR czy Western blot oraz materiat
biologiczny pozyskanym z tkanek i linii komérkowych reprezentujacych dwa najczestsze typy nowotwor6w: raka piersi i pluc. W
kolejnym etapie ustalone zostang miejsca wigzanie wybranych czynnikéw KRAB-ZNF do konkretnych sekwencji w genomie. Do
tego celu wykorzystana zostanie szeroko-przepustowa metoda sekwencjonowania nowej generacji. Sprawdzimy réwniez wptyw
ekspresji wybranych czynnikéw KRAB-ZNF na biologie komorek nowotworowych. W tym celu przygotowane zostang komorki z
obnizonym poziomem ekspresji otrzymanym z wykorzystaniem metody interferencji RNA. Analizy majgce na celu zbadanie
poziomu proliferacji, apoptozy, migracji oraz inwazyjnosci tak przygotowanych komdrek pozwolg nam okresli¢ potencjat
onkogenny badanych czynnikbw KRAB-ZNF. W ostatnim etapie zweryfikujemy czy efekty epigenetyczne wywotywane przez
czynniki KRAB-ZNF in vitro moga mieé¢ zwigzek z charakterem nowotworu in vivo. W tym celu skorelujemy ze sobg dane
dotyczace poziomu ekspresji wybranych czynnikéw KRAB-ZNF oraz dane kliniczne pacjentéw.

Niniejszy projekt stanowi potaczenie metodologii wielu dziedzin, takich jak biologia molekularna, inzynieria genetyczna,
epigenetyka, bioinformatyka czy biostatystyka. Otrzymane wyniki majg na celu okreslenie roli wyselekcjonowanych represoréw
KRAB-ZNF w modulowaniu epigenetycznego profilu komdrek nowotworowych. Byloby to pierwsze badanie, ktore
analizowatoby role nowotworowych czynnikéw KRAB-ZNF na tak szeroka skale. Wskazanie konkretnych czynnikéw KRAB-
ZFP, ktére moga by¢ potencjalnie odpowiedzialne za inaktywacje gendw supresorowych jest niezwykle istotne. Otrzymane
wyniki moga mie¢ ogromne znaczenie nie tylko dla poszerzenia wiedzy na temat molekularnych mechanizméw regulujacych
proces kancerogenezy, ale takze dla opracowania epigenetycznych celowanych terapii przeciwnowotworowych w przysztosci.



