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Zachorowalno$¢ na nowotwory to globalny problem krajow na calym $wiecie. Wedlug zespotu naukowego Health

Merics and Evaluation w 2013 roku wykryto 14,8 mln nowych przypadkéw nowotwordw i oszacowano liczbe zgonéw
z powodu choroby nowotworowej na 8,2 mln. Wsréd mezczyzn najczgéciej wystgpujacym nowotworem jest rak prostaty
(1,4 mln przypadkéw), natomiast wsrdd kobiet rak piersi (1,8 min przypadkéw). Niepokojacym zjawiskiem jest bardzo
duzy wzrost zachorowalnosci na réznego typu nowotwory. W latach 1990-2012 wzrost rozpoznanych przypadkéw raka
prostaty wzrdst o 300%, raka piersi o 200%, raka jelita grubego o 92%, raka watroby o 70% i raka zotadka o 23%. W
dzisiejszych czasach choroby nowotworowe zajmujg drugie miejsce wsrdd przyczyn zgonéw na swiecie po chorobach
sercowo-naczyniowych. Szacuje sig, ze do 2020 roku liczba wykrywanych przypadkéw ludzi z chorobg nowotworowa
osiagnie liczbe¢ 17 mln. W krajach rozwinigtych $miertelnos¢ w przypadku nowotworéw maleje, co daje nadziejg, ze
wickszy dostep do nowoczesnych terapii wydtuza zycie.

Komérka nowotworowa do rozwoju, podzialéw i rozprzestrzeniania si¢ potrzebuje zmiany calego metabolizmu.
Najwazniejszymi cechami komdrki nowotworowej s3: niezalezne sygnaty powodujace wzrost, brak reakcji na sygnaty
wzrostu pochodzace z organizmu, brak zaprogramowanej $mierci komorki (apoptozy), powstawanie nowych naczyn
krwiono$nych (angiogeneza), inwazja tkanek (przerzutowanie), niesmiertelno$¢. Do takich daleko idacych zmian w
komorce potrzebne sa zmiany jakoSciowe i iloSciowe biatek. Dane literaturowe pokazuja, ze zmiany w komorce
nowotworowej maja podtoze w zaburzeniu alternatywnego sktadania genéw.

Czlowiek posiada okoto 26 tysiecy gendw, a liczba biatek w komérce szacowana jest od 250 tys. do 1 mln. Za tak duza
réznorodno$¢ biatek w stosunku do liczby genéw odpowiadaja procesy zwigzane z dojrzewaniem czasteczki pre-mRNA
— gléwnie alternatywne sktadanie genéw. Ludzki gen sktada si¢ z sekwencji kodujacej biatko i sekwencji niekodujace;j,
w czasie standardowego (konstytutywnego) sktadania gendéw zostajg wyciete rejony niekodujace i powstaje dojrzata
czasteczka mRNA (matrycowe RNA), ktéra jest wzorem do produkcji biatka. Alternatywne sktadanie genéw polega na
dodatkowym wycieciu sekwencji kodujacej lub na pozostawieniu sekwencji niekodujacej. Na podstawie takiego
matrycowego RNA powstaje inne biatko tzw. izoforma biatka. Oprécz duzej réznorodnosci biatlek w komérce, dzigki
temu procesowi mozliwa jest produkcja biatek tkankowo-specyficznych o r6znych funkcjach. Dodatkowo, alternatywne
sktadanie genéw pozwala na réznicowanie si¢ komorek i tkanek. Jedna izoforma biatka moze powstawa¢ w czasie
wczesnego rozwoju, gdzie komorki muszg si¢ intensywnie dzieli¢, natomiast druga izoforma powstaje w dojrzatych
komorkach. Prace naukowe pokazuja, ze w komodrkach nowotworowych zostaje zaburzony wzor alternatywnego
sktadnia genéw, co powoduje powstanie izoform biatkowych takich jak w komoérkach niedojrzatych, embrionalnych,
gdzie nastepuje nieograniczony wzrost.

Celem przedstawionego projektu jest optymalizacja budowy dwufunkcyjnych oligonukleotydéw antysensowych, do
regulacji alternatywnego sktadania genéw w komodrkach nowotworowych. Dwufunkcyjne oligonukleotydy
antysensowe to czasteczki RNA o dlugosci okoto 20-40 nukleotydéw, sktadajg sie z dwdch czesci o réznych funkcjach:
czg$¢ regulatorowa odpowiada za oddziatywanie z biatkami regulujacymi proces alternatywnego sktadania gendw,
natomiast cze$¢ antysensowa wigze si¢ do odpowiedniego fragmentu czasteczki pre-mRNA. Dwucze$ciowa budowa
czasteczki umozliwia precyzyjne wigzanie si¢ do produktu genu (pre-mRNA), w ktérym chcemy regulowaé badany
proces, za$ czg$¢ regulatorowa odpowiada za wigzanie si¢ czynnikow regulujacych alternatywne sktadanie gendw.
Gtéwnym celem przedstawionego projektu jest optymalizacja czg¢$ci regulatorowej badanej czasteczki, ktéra bedzie
polegata na wybraniu sekwencji, ktdra specyficznie i mocno wigze si¢ z biatkami regulujacym proces alternatywnego
sktadaniu genéw, wyborze najodpowiedniejszej liczby powtdrzen tych sekwencji, na analizie dotaczenia do sekwencji
regulatorowej matych motywéw strukturalnych oraz na zastgpieniu nukleotydow RNA modyfikowanymi chemicznie
analogami. Dodatkowo bedzie analizowana stabilno$¢ enzymatyczna badanych czasteczek. Nastgpnym etapem badan
bedzie optymalizacja peinej dtugosci czasteczki dwufunkcyjnych oligonukleotydéw antysensowych przy pomocy
modelowej czasteczki pre-mRNA genu PKM oraz reakcji alternatywnego sktadania genu in vitro. Zastosowanie takiego
modelu pozwoli na ocen¢ wybranych wariantéw czasteczek na wielu ptaszczyznach. Ostatnim etapem badan bedzie
opracowanie dwufunkcyjnych oligonukleotydéw antysensowych, ktére pozwola na efektywna regulacje alternatywnego
sktadania w nowotworowych liniach komérkowych. Do tej czesci badan wybrano: 1) ludzka lini¢ komérkowa raka
szyjki macicy (HeLa), w ktdrej zaburzony jest proces alternatywnego sktadania genu PKM, 2) ludzka lini¢ komérkowa
raka okregznicy (SW480), w ktdrej zaburzony jest proces alternatywnego sktadania genu Ron, 3) ludzka lini¢ komdrkowa
raka piersi (MCF7), w ktérej zaburzony jest proces alternatywnego sktadania genu SYK.

Kompleksowe eksperymenty zaproponowane w projekcie pozwola na konstrukcje dwufunkcyjnych oligonukleotydéw
antysensowych, ktére beda efektywnie regulowac alternatywne sktadanie kazdego genu w kazdym typie komorki.
Mamy nadzieje, ze wyniki przedstawionych badan zainteresujg szereg badaczy i beda podstawa do wykorzystania tego
typu czasteczek w nowoczesnej terapii nowotworow.



