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POPULARNONAUKOWE STRESZCZENIE PROJEKTU

Wszystkie komorki organizmu cztowieka zawierajg te same geny, ale nie w kazdej z nich wszystkie
geny ulegajg ekspresji, czyli procesowi polegajagcemu na odczytaniu informacji zawartej w genie i przepisaniu
jej na produkt genu, ktorym moze by¢ biatko lub RNA. Wzor ekspresji genow jest utrzymywany dzigki
okreslonym mechanizmom epigenetycznym, ktore zmieniaja ekspresje okre§lonych genow bez zmian w ich
sekwencji nukleotydowej.

Jednym z podstawowych sposobow epigenetycznej regulacji ekspresji genow jest metylacja reszt
cytozyny w DNA (powstaje 5-metylocytozyna). Okreslony wzor metylacji DNA zalezy nie tylko od przebiegu
samego procesu przytaczania grup metylowych do reszt cytozyny, ale jest rowniez wynikiem procesu pasywne;j
i aktywnej demetylacji DNA. Najnowsze doniesienia sugeruja, ze bardzo istotng role¢ w demetylacji DNA
odgrywaja biatka TET (ten-eleven translocation), ktorych aktywnos$¢ enzymatyczna polega na hydroksylacji,
czyli dodaniu do czasteczki zwigzku grupy hydroksylowej (—OH), 5-metylocytozyny do
5-hydroksymetylocytozyny. W komérkach cztowieka zidentyfikowano trzy biatka TET okre$lone jako TETI,
TET2 i TET3, kodowane przez trzy roézne geny. W przypadku wielu typéw nowotworow stwierdza si¢ spadek
ekspresji genow TET1 i TET2. Obnizona ilo$¢ biatek TET jest czynnikiem wptywajacym na rozwoj i progresje
nowotworow. Jednak wyniki przeprowadzonych przez nas badan wstepnych ujawnity, ze TET3 w raku
endometrium zachowuje si¢ odmiennie od pozostatych cztonkoéw rodziny TET. Podczas gdy ekspresja TET1
i TET2 malata wraz ze wzrostem stopnia zaawansowania nowotworu, to ekspresja TET3 wzrastala.

Udziat biatek TET w regulacji ekspresji gendéw nie ogranicza si¢ tylko do ich enzymatycznej
aktywnosci. Biatka TET moga bowiem wchodzi¢ w interakcje z biatkami uczestniczacymi w modyfikacjach
histonow — matych, zasadowych biatek wchodzacych w sktad chromatyny, wplywajac tym samym na ich
aktywno$¢. Jednym z bialek, z ktorym oddziatujg biatka TET jest enzym O-GIcNAc transferaza (OGT).
Aktywno$¢ OGT polega na przytaczaniu pojedynczych reszt cukru (N-acetyloglukozaminy) do bialek, a proces
ten nosi nazwe¢ O-GlcNAcylacji. Zwigkszona ekspresja genu kodujacego OGT, jak réwniez nasilony poziom
O-GIcNAcylacji sa cechami charakterystycznymi wielu typéw nowotworéw. Biatka TET moga oddzialywac
z OGT umozliwiajac jej transport do chromatyny, gdzie modyfikuje bialka histonowe. W zwiazku z tym
kompleks OGT-TET wptywa na regulacj¢ ekspresji genéw. Mimo, iz wszystkie trzy biatka TET wptywaja na
rekrutacje OGT do chromatyny, sugeruje si¢, ze kluczowa rolg w tym procesie odgrywa biatko TET3, co zdaja
si¢ potwierdza¢ wyniki kilku badan.

Biorac pod uwage dostepne dane literaturowe oraz wyniki badan wlasnych postawilismy hipoteze, ze
oddzialywania migdzy biatkami TET3 i OGT moga mie¢ istotny wplyw na proces progresji nowotworow.
Naszym celem bedzie okreslenie czy wzajemne oddzialywania migdzy OGT i TET3 majg wptyw na regulacje
ekspresji genow zwigzanych zwigckszeniem zdolnoéci komoérek do inwazji i przerzutowania. Planowane
w projekcie badania b¢da prowadzone z wykorzystaniem linii komorek nowotworowych btony sluzowej trzonu
macicy i piersi oraz linii komoérek nienowotworowych gruczotu sutkowego, a takze z wykorzystaniem materialu
klinicznego pochodzacego od pacjentek z rakiem endometrium. W celu okreslenia w jaki sposob zmiana
ekspresji genu TET3 wptywa na aktywnos¢ OGT, planowane eksperymenty na liniach komérkowych beda
prowadzone w réznych wariantach ekspresji genow TET3 i OGT. W celu sztucznego obnizenia lub zwigkszenia
ekspresji tych genow beda zastosowane odpowiednie metody, tj. zastosowanie specjalnych wektorow
(plazmidow) ekspresyjnych. Okreslenie wptywu zmienionej ekspresji TET3 na ekspresj¢ i lokalizacje OGT oraz
na zmiany modyfikacji epigenetycznych sprawdzone zostanie przy uzyciu metody Western Blot. Okreslony
zostanie rowniez wptyw zmienionej ekspresji TET3/OGT na ekspresj¢ wybranych genéw, ktorych produkty
biatkowe zaangazowane sag w progresj¢ nowotworow, jak rowniez wpltyw tej zmiany na lokalizacje OGT
w sekwencjach kodujacych owe geny. Catosciowy poziom 5-metylocytozyny i 5-hydroksymetylocytozyny, jak
rowniez analiza zdolno$ci komoérek nowotworowych do migracji i inwazyjnosci bedzie przeprowadzona za
pomoca komercyjnie dostgpnych testow. Ostatnim zadaniem planowanym w projekcie bedzie analiza poziomu
ekspresji OGT i wybranych genéw zaangazowanych w progresje nowotworéw W preparatach klinicznych raka
endometrium. Wsrod uzyskanych wynikow szukaé bedziemy korelacji migdzy ekspresja TET3/OGT a ekspresja
badanych genow. Dodatkowo uzyskane wyniki zostang przeanalizowane i skorelowane z danymi klinicznymi
i patomorfologicznymi.

Poznanie mechanizméw zwigzanych z utrzymaniem prawidtowego wzoru modyfikacji epigenetycznych
moze mie¢ ogromne znaczenie dla lepszego zrozumienia procesow transformacji nowotworowej
i w konsekwencji przyczyni¢ si¢ do opracowania nowych metod w diagnostyce i terapii nowotworow.



