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Identyfikacja i ocena funkcjonalna mutacji-kandydatow powigzanych z destabilizacja genomu w
nienowotworowej tkance nablonka wydzielniczego gruczotu sutkowego od pacjentek z rakiem piersi.

Rak piersi jest pierwszg przyczyng zachorowalnosci na nowotwory zltosliwe, zajmujac réwniez czotowe
miejsce pod wzgledem zgondw spowodowanych przez nowotwory. Kluczowymi czynnikami
warunkujacymi skuteczno$¢ podjetego leczenia sa profilaktyka i diagnostyka, ktore umozliwiaja wczesne
wykrycie choroby. Pomimo znacznej poprawy profilaktyki w ostatnich latach, czynnikiem ograniczajacym
jest diagnostyka, poniewaz zdecydowana wigkszo$¢ metod pozwala na postawienie diagnozy dopiero po
wyksztalceniu klinicznie wykrywalnego guza. Pod tym wzgledem unikatowe sg molekularne metody
diagnostyczne oparte o analiz¢ DNA, ktore pozwalaja na wykrycie szkodliwych zmian w sekwencji genomu
cztowieka, tj. mutacji. Mutacje moga mie¢ bardzo ograniczony zakres (tzw. mutacje punktowe), lub
obejmowac znaczng cze$¢ genomu (tzw. rearanzacje strukturalne) prowadzac do jego destabilizacji. Metody
molekularne umozliwiaja 0szacowanie predyspozycji genetycznej, tj. ryzyka zachorowania wynikajacego
zasadniczo z czynnikow/mutacji dziedzicznych. Metody molekularne umozliwiaja takze wykrycie
wczesnych zmian genetycznych, tzw. mutacji somatycznych w tkance ,,zrédtowe;j” z ktorej wywodzi si¢ rak,
zanim wystapia jakiekolwiek objawy kliniczne choroby. Taka tkanka ,,zrodtowa” w przypadku raka piersi
jest nabtonek wydzielniczy gruczotu piersiowego, tj. tkanka w normalnych warunkach odpowiedzialna za
laktacje. Dlatego, w przypadku raka piersi, nablonek wydzielniczy gruczolu piersiowego moze stanowié
model badawczy umozliwiajacy wykrycie wczesnych zmian genetycznych zwigzanych z nowotworzeniem.
Tym bardziej, ze istnieja liczne przestanki wskazujace, ze proces nowotworzenia rozpoczyna si¢ na dlugo
przed wystgpieniem jakichkolwiek objawow klinicznych. Dodatkowo, badanie wczesnych etapow
nowotworzenia moze poméc wyjasni¢ znaczenie funkcjonalne i wzajemne powigzanie efektow roznych
mutacji, co nie jest zadaniem trywialnym. Obecnie wigkszo$¢ badan prowadzonych jest jednak na w pehni
rozwinigtych guzach, lub wyizolowanych komoérkach nowotworowych, ktére przeszty peilna transformacje.
Taki materiat wyrdznia mnogos¢ wtdrnych efektow zwigzanych z nowotworzeniem, ktore dodatkowo
utrudniajg interpretacj¢ efektow czynnikow dziedzicznych i wezesnych mutacji somatycznych, ktore de facto
sa pierwotng przyczynga nowotworzenia.

Dlatego, nadrzednym celem proponowanego projektu jest identyfikacja i ocena funkcjonalna mutacji w
nienowotworowej tkance nabtonka wydzielniczego gruczotu sutkowego, pobranej od pacjentek z rakiem
piersi. Jako ze mozliwosci oceny wszystkich efektow mutacji wykraczaja poza ramy pojedynczego badania,
dlatego w proponowanym projekcie prowadzona bedzie ocena powigzania mutacji punktowych z
rearanzacjami strukturalnymi powodujacymi destabilizacje genomu.

Wybor destabilizacji genomu jako badanego efektu mutacji jest uzasadniony duza czesto$cia wystgpowania
tego zaburzenia molekularnego w przebiegu raka piersi, a takze jego przyczynowoscia dla kaskady wtornych
zdarzen i deregulacji podstawowych funkcji komorki. Badania kilku zespotow, w tym naszego wskazuja, ze
do destabilizacji genomu moze dochodzi¢ we wczesnych etapach nowotworzenia, tj. w pozornie normalnej
tkance gruczotu piersiowego. Jednocze$nie, ze wzgledu na szeroki zakres, destabilizacja genomu jest
stosunkowo tatwa do wykrycia. Dlatego w pierwszym etapie badan wyselekcjonujemy proby
nienowotworowej tkanki gruczotowej wykazujacej destabilizacje genomu. Nastepnie bedziemy poszukiwaé
mozliwej] przyczyny genetycznej, tj. zmian w sekwencji genow odpowiedzialnych za utrzymanie
integralnosci genomu, a jednocze$nie powigzanych z geneza raka piersi. Aby uzyskaé pelniejszy obraz
istniejacych powigzan w probach klinicznych od pacjentéw, w kolejnym etapie badan bedziemy prowadzic¢
analize réznych poziomoéw funkcjonalnych komorki, tj. oprécz analizy sekwencji DNA i rearanzacji
strukturalnych genomu, przeprowadzimy réwniez analizg ekspresji gendw na poziomie transkryptow (RNA),
oraz zbadamy jeden z aspektow tzw. modyfikacji epigenetycznych, w znaczeniu metylacji DNA. Zarowno
zmiany ekspresji genow, jak i metylacji DNA sg nierozerwalnie powigzane z mutacjami i destabilizacja
genomu. Przeprowadzimy rowniez do§wiadczenia w warunkach in vitro, polegajace na indukcji odpowiedzi
na stres podczas hormonalnej stymulacji komoérek nabtonka gruczotowego pobranego od pacjentek. Uwaza
sie, ze takie warunki sprzyjaja powstawaniu wczesnej destabilizacji genomu w warunkach fizjologicznych,
tj. podczas dojrzewania lub cigzy. Odtwarzajac te warunki in vitro oczekujemy, ze efekty mutacji lezacych u
podioza destabilizacji genomu beda bardziej podkreslone niz w probach klinicznych, a w konsekwencji
fatwiejsze do zaobserwowania i interpretacji.

Badania beda prowadzone z zastosowaniem nowoczesnych metod wysokoprzepustowych i zaawansowane;j
analizy danych umozliwiajacych szeroka, wielokierunkowa oceng obserwowanych efektow i ich kontekstu
molekularnego.

Ocena funkcjonalnego powigzania mutacji z destabilizacja genomu w nienowotworowej tkance gruczotu
piersiowego moze w przysztosci mie¢ znaczenie dla diagnostyki, rokowania i wybordw terapeutycznych.




