Cel prowadzonych badan

Nowotwory tarczycy stanowig najczestszg grupe nowotworéw gruczotéw endokrynnych a ich liczba w Polsce stale wzrasta.
Podobne tendencje obserwuje sie we wszystkich rozwinigetych krajach $wiata. Najwieksza grupa nowotwordw tarczycy rozwija sie
ze specyficznych dla tego narzadu komorek pecherzykowych. Dzielimy je na raki wysokozroznicowane, a wsérdd nich
brodawkowaty i pecherzykowy, oraz niskozréznicowane i raka anaplastycznego. Podstawg leczenia zr6znicowanych rakow
tarczycy, w tym raka brodawkowatego (PTC), stanowigcego 85% ogoétu przypadkéw raka tarczycy, jest chirurgiczne usuniecie
tarczycy wraz z weztami chtonnymi oraz terapia uzupetniajaca polegajaca na podaniu promieniotworczego jodu 1131. Jod jest
wychwytywany przez tkanke tarczycowa, ktora wykorzystuje go do syntezy hormonow, a takze przez zréznicowane nowotwory z
niej pochodzace. O ile u wiekszosci pacjentow z rakiem tarczycy prognoza jest dobra i nowotwdr ten uwazany jest za niezwykle
tagodny, u czesci z nich obserwuje sie pierwotng lub wtérng opornos¢ na terapie jodem radioaktywnym. Wobec ograniczonej
skutecznosci innych form leczenia, takich jak teleradioterapia, chemieterapia czy proby stosowania kinaz tyrozynowych, chorzy ci
umieraja z powodu zaawansowania miejscowego choroby lub przerzutéw odlegtych. Stad tez konieczne jest poszukiwanie
nowych terapii.

Produkt biatkowy genu SLC5A8 petni w tarczycy podwdjnie istotng role. Zostat pierwotnie zidentyfikowany jako transporter
jodkowy obecny w bilonie szczytowej, czyli sasiadujacej ze Swiattem pecherzyka, komérek tarczycy. Z tego powodu zostat
nazwany AIT (ang. Apical lodide Transporter). Jak juz wspomniano, komorki tarczycy majg zdolno$¢ wychwytywania jodu,
ktory nastepnie jest wbudowywany w hormony produkowane w gruczole tarczowym — tyroksyne i trijodotyronine. Transport jodu
przez btone szczytowg jest ztozonym i nie do konca zbadanym procesem, w ktéry najprawdopodobniej zaangazowanych jest
wiele biatek, a jego utrzymanie jest niezbedne dla prawidtowej syntezy hormonéw tarczycy. Ponadto AIT jest supresorem
nowotworzenia, czyli genem, ktérego produkt czuwa nad prawidtowymi podziatami komarki, a jego ekspresja jest obnizona nie
tylko w nowotworach tarczycy, ale takze wielu innych, np. raku jelita grubego, zotadka, trzustki, ptuca, prostaty, glejakach. Jego
wyciszenie jest na tyle wczesnym i charakterystycznym zdarzeniem w kancerogenezie, ze okreslanie jego metylacji -
powszechnie wystepujacego sposobu wyciszania poszczegolnych gendw — zostato nawet zaproponowane jako sktadowa panelu
diagnostycznego PTC. Poza tym jednak jego rola w tarczycy pozostaje stosunkowo niejasna, co implikuje potrzebe dalszych
badan.

Najwiecej prac dotyczacych jego funkcji supresorowej SLC5A8 odnosi sie do jelita grubego i koncentruje na zdolnosci biatka do
transportu krétkotancuchowych kwaséw ttuszczowych, w tym bedacych inhibitorami deacetylazy histonéw 1 i 3 (HDACL i 3).
Enzymy te, przez odtgczanie reszt acetylowych od histonéw, czyli biatek stanowigcych ,rusztowanie” dla DNA, utrudniajg odczyt
informacji z pewnej puli genéw. Tym samym takie zmiany acetylacji histonéw w sposéb bezposredni skutkujg obnizeniem
ekspresji licznych biatek.

Pomimo ze SLC5A8 wydaje sie petni¢ niezwykle istotng role w zachowaniu prawidtowej fizjologii komorki, zwlaszcza
tarczycowej — zarGwno poprzez swoja role supresorowa, jak i transport krétkotaricuchowych kwaséw thuszczowych i jodu — tylko
kilka badain marginalnie wspomina o roli AIT w regulacji ekspresji innych genéw zaangazowanych w proces nowotworzenia,
m.in TP53. Biorg one udziat w regulacji namnazania oraz eliminacji komorek, a wtasnie zaburzenie rdwnowagi tych proceséw
uwaza sie za przyczyne powstawania nowotworéw. O istotnej roli SLC5A8 $Swiadczy tez fakt, ze wymuszenie jego ekspresji w
liniach komdrkowych wyprowadzonych z raka jelita grubego hamuje ich proliferacje. Zaskakujgce jest zatem, ze nikt nie
przeprowadzit analizy zmian wywotywanych przez nadekspresje SLC5A8 na poziomie catego transkryptomu. Taka analiza
umozliwi identyfikacje wszystkich szlakéw, ktdre sg w komorce regulowane przez AIT.

Opis zastosowanej metodyKki

Otrzymane wyniki wstepne, stanowiace podstawe badania

Dotychczasowe badania wykazaty, ze obnizona ekspresja SLC5A8 w raku tarczycy jest bez watpienia wynikiem zadziatania
wielu czynnikow. Skierowato to naszg uwage na role mikroRNA w regulacji ekspresji tego genu. MikroRNA (miRNA, miR)
stanowig okoto 22 nukleotydowe niekodujgce czasteczki RNA, ktére hamujg ekspresje gendw poprzez wigzanie ze specyficzng
sekwencjg w ich transkryptach. Nasze badania na materiale tkankowym uzyskanym od pacjentéw operowanych z powodu PTC
potwierdzity, ze spadkowi ekspresji genu towarzyszy wzrost ekspresji niektorych mikroRNA. W wykonanych przez nas
badaniach potwierdzilismy wigzanie miR-181a-5p, miR-182-5p oraz miR-494-3p z 3’'UTR SLC5A8. miR-181a-5p i -182-5p
ulegajg ponadto znacznej nadekspresji w raku tarczycy. Rowniez ekspresja miR-494-3p jest podwyzszona. Wszystkie 3
mikroRNA zmniejszajg ekspresje SLC5A8 na poziomie mRNA, a miR-182 obniza takze zdolnos$¢ transportu jodu. Zmiany w
ekspresji mikroRNA mozna modulowac poprzez specyficzne inhibitory, dlatego tez potwierdzilismy, ze wprowadzenie do
komdrek syntetycznego inhibitora miR-181a-5p zwigksza poziom mRNA SLC5AS8.

W odréznieniu od zmian genetycznych, zmiany zwigzane z mikroRNA sg odwracalne. Poniewaz pojedyncze mikroRNA moga
regulowac wiele genéw docelowych, spodziewamy sie, ze efekty ich wyciszenia beda odbiegaly od tych spowodowanych
nadekspresjg genu SLC5A8. Przeglad piSmiennictwa ujawnia, ze powyzsze mikroRNA ulegajg nadekspresji takze w innych
nowotworach, wyciszajac specyficzne dla nich szlaki. Mozemy zatem, przez analogie do onkogendw, nazywac¢ je onkomiRami.
Tym bardziej interesujgce i uzasadnione wydaje sie zbadanie wptywu inhibicji miR-181a-5p, -182-5p i -494-3p na zmiany
zachodzace na poziomie catego transkryptomu.

Opis planowanych badan

Kolejnym krokiem bedzie poréwnanie zmian w ekspresji gendw wywotanych nadekspresjg SLC5A8 oraz inhibicjg mikroRNA.
Podczas realizacji projektu stworzymy plazmid wyrazajacy gen SLC5A8 (czyli sklonujemy go) oraz stworzymy specyficzny
konstrukt do wyciszenia funkcji wszystkich trzech badanych mikroRNA. Taki konstrukt nazywa sie ,,sponge-miR”, poniewaz
jego dziatanie polega na ,,wysysaniu” z komdrki czasteczek, na ktére jest skierowany. Tym samym ich poziom ulega znaczacemu



obnizeniu.

Otrzymany w ten spos6b materiat poddamy analizie sekwencjonowania nowej generacji (NGS). Jest to bardzo nowoczesna
metoda, umozliwiajaca catosciowg analize ekspresji wszystkich genéw w komérce. W ten sposéb otrzymamy listy gendéw o
ekspresji zmienionej pod wptywem nadekspresji SLC5A8 oraz (osobno) wyciszenia mikroRNA. Nastepnie poréwnamy ze sobg te
listy, celem okreslenia zmian wywotanych nadekspresjg genu, zmian wywotanych przez wyciszenie wybranych mikroRNA, a w
konsekwencji — okreslimy potencjalng uzytecznosci inhibitorbw mikroRNA w przywracaniu ekspresji SLC5A8 w raku
brodawkowatym tarczycy.

Nie tylko dostarczy to listy genéw regulowanych przez SLC5A8 i mikroRNA, ale takze przyblizy nas do odpowiedzi na pytanie,
czy tkankowospecyficzna inhibicja badanych mikroRNA mogtaby w przysztosci znalez¢ zastosowanie terapeutyczne.

Podsumowujac, cele niniejszego projektu to:
o okreslenie puli gendw, ktorych ekspresja w komoérkach tarczycy jest zalezna od SLC5AS8,
e rownoczesne wyciszenie mikroRNA miR-181a-5p, -182-5p i -494-3p w celu podniesienia ekspresji SLC5A8,
e zbadanie doktadnego wptywu wyciszenia mikroRNA na caly transkryptom, czyli na ekspresje wszystkich genébw w
komorece.

Uzasadnienie podjecia badan

Bedzie to pierwszy projekt w ramach ktérego zostanie scharakteryzowany wplyw SLC5A8 na ekspresje innych genéw na
poziomie catego transkryptomu.

Gen ten jest dla nas szczeg6lnie interesujacy, gdyz po pierwsze jako transporter jodu odgrywa role w produkcji hormondéw przez
tarczyce i terapii jodem radioaktywnym, a po drugie — spadek jego ekspresji jest typowy dla wielu nowotworéw. W przypadku
PTC jest nawet uwazany za wczesne wydarzenie i z tego powodu jego oznaczenie zostato zaproponowane jako sktadowa panelu
diagnostycznego. Wobec powyzszego, wywotujac jego nadekspresje spodziewamy sie wykazac jego szerokie dziatanie, w tym na
liczne geny zaangazowane w procesy rozmnazania komarek (proliferacji) i ich planowej $mierci (apoptozy).

Okreslimy takze mozliwosci przywrécenia ekspresji SLC5A8 za pomocg inhibitoréw mikroRNA. Co istotne, dzieki zastosowaniu
techniki NGS wskazemy uzyteczne z terapeutycznego punktu widzenia inne geny docelowe dla tych mikroRNA. Kazde ze
wskazanych przez nas mikroRNA, précz SLC5AS8, reguluje tez wiele innych gendw, a ich ekspresja jest zwiekszona réwniez w
innych nowotworach. Tylko dane pochodzace z NGS sa w stanie dostarczy¢ nam informacji o wptywie ich wyciszenia na caty
transkryptom. Nie sa nam znane préby badania catych transkryptomdw po wyciszeniu kilku mikroRNA, co dodatkowo wptywa na
nowatorstwo niniejszego projektu.

Na koniec poréwnamy zmiany wywotane nadekspresjg genu SLC5A8 z powodowanymi przez wyciszenie wybranych przez nas
mikroRNA, dzieki czemu okreslimy potencjalng uzyteczno$¢ wyciszania wybranych mikroRNA u pacjentéw cierpigcych na raka
brodawkowatego tarczycy.



