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Okreslenie struktury i funkcji helikaz RECQL4 i BLM oraz wyjasnienie roli nowoodkrytych zmian w
genach kodujacych te enzymy w patogenezie glejakéw

Sekwencjonowanie nast¢pnej generacji (NGS) zastosowane w badaniach catych genomow oraz eksomow stato
si¢ w ostatnich latach doskonatym narzedziem do odkrywania znanych i nowych zmian genetycznych, ktore
przyczyniaja si¢ do rozwoju nowotworu. Ztosliwe glejaki stanowig 70-77% wszystkich guzow mozgu u
dorostych, a u dzieci sg druga po bialaczkach najczgstsza przyczyng zgonow. Glejaki powstaja z neuronalnych
komorek macierzystych lub progenitorow glejowych. Sekwencjonowanie eksomu licznych glejakoéw pokazato
obecnos¢ licznych mutacji. Liczba zmian genetycznych wzrasta lawinowo po radio- lub chemioterapii. Trudno
wyjasni¢, jak tak duza liczba mutacji nagromadza si¢ w komoérce w trakcie zycia organizmu. Mimo iz
poprzednio zaburzenia genetyczne i epigenetyczne postrzegano jako oddzielne procesy, coraz wigcej danych
wskazuje, ze mutacje w genach kodujacych enzymy epigenetyczne lub biatka uczestniczace w utrzymywaniu
wlasciwej struktury chromatyny moga prowadzi¢ do destabilizacji genomu, upo$ledzenia mechanizmoéw
naprawy DNA i nagromadzenia zaburzen przyczyniajacych si¢ do rozwoju nowotworu

Przeprowadzajac sekwencjonowanie NGS wykazaliSmy obecnos¢ dwoch nowych mutacji w genie
RECQL4 w 3 GBM oraz mata delecj¢ w genie BLM w 4 GBM z 37 dotychczas zbadanych glejakéw probek;
wszystkie zbadane glejaki niezto§liwe miaty prawidlowy gen. Te nowe warianty wystepowaly w eksonie 8 i
13, ktore koduja wazne domeny funkcjonalne biatka. Helikazy DNA z rodziny RecQ sg zaleznymi od ATP
enzymami, zachowanymi ewolucyjnie od bakterii do wyzszych, uczestniczacymi w réznych mechanizmach
zwigzanych z metabolizmem DNA: replikacja DNA, rekombinacja, transkrypcja. naprawg DNA,
utrzymywaniem telomerow. W komorkach ludzkich jest 5 enzymow z tej rodziny: RECQL1, BLM, WRN,
RECQLA4, i RECQLS, ktore oddziatujg ze soba, a ich rola w roznych szlakach metabolizmu DNA moze by¢
zastepcza lub komplementarna. RECQL4 uczestniczy w procesach naprawy DNA i utrzymywaniu telomerow.
Defekty w genach kodujacych 3 helikazy: BLM, WRN i RECQL4 wystepuja w rzadkich chorobach Blooma
i Wernera, ktore charakteryzuja si¢ niestabilno$cia chromosomowa, przedwczesnym starzeniem oraz
predyspozycja do nowotworow piersi 1 prostaty.
Proponujemy wykonanie badan, ktore pozwola zrozumienie konsekwencji mutacji w genach RECQOL4 i BLM,
umozliwig lepsze poznanie funkcji helikaz z tej rodziny w utrzymywaniu stabilno$ci genomu, podstawowych
procesach komérkowych i nowotworzeniu. W tym celu planujemy sklonowanie prawidlowej i zmutowanych
form genu RECQL4 (warianty P532S i R766Q), oczyszczenie rekombinowanych biatek, ich krystalizacje i
zbadanie struktury przestrzennej. Rozpracowanie struktury przestrzennej ludzkiej helikazy RECQL4, zbadanie
interakcji miedzy helikazami oraz PARP1 w r6znych modelach komérkowych, pozwoli na lepsze poznanie
biologii komorki i1 proceséw rozwojowych. Zamierzamy Proponowane badania umozliwig takze znalezienie
nowych inhibitoréw o dzialaniu przeciwnowotworowym oraz wykorzystanie zjawiska syntetycznej letalnosci
jako potencjalnej terapii przeciwnowotworowej w glejakach zlosliwych. Zamierzamy wszechstronnie
scharakteryzowa¢ wptyw odkrytych mutacji w RECQL4 na procesy komorkowe wykorzystujac rozne modele
badawcze: komorki ludzkiego glejaka w hodowli i zarodkdéw Xernopus (we wspélpracy z Partnerem 1 Prof.
Matthew Guille, kierownikiem European Xenopus Resource Center. Wykorzystamy metody edytowania
genomu, aby wprowadzi¢ specyficzne mutacje w eksonie 8 i 13 RECQL4 w komoérkach glejaka i
niestransformowanych astrocytach, i zbadamy wpltyw tych zmian na aktywno$¢ helikazy DNA in vivo,
replikacje DNA, replikacje mitochondrialnego DNA i bioenergetyke, oraz procesy naprawy DNA. Zbadamy
hipotezg, ze bialka RECQL4 i BLM, ktére oddziatujg miedzy sobg i mogg wigza¢ biatkiem naprawy DNA -
PARPI1, rownolegle z PARP uczestnicza w procesach naprawy DNA, zatem ecliminacja PARP1 lub
zahamowanie jego aktywno$ci inhibitorem (Olaparinib) moze hamowac¢ wzrost komorek nowotworowych lub
przywraca¢ wrazliwo$¢ na chemioterapeutyki na zasadzie syntetycznej letalnosci.
Przeszukamy biblioteki inhibitorow z komercyjnej biblioteki NCBI oraz przy pomocy Partnera 2, Prof.
Waldemar Priebe z Department of Experimental Therapeutics, University of Texas MD Anderson Cancer
Center, Houston, USA, zaprojektujemy i zsyntetyzujemy potencjalne inhibitory zmutowanego RECQLA4 i
BLM. Prof. Priebe od dawna zajmowat si¢ projektowaniem i syntezg inhibitoréw réznych enzymow (w tym
topoizomeraz) oraz biatek przekaznictwa komérkowego kluczowego dla nowotworzenia. Stworzyt w tym celu
ogromne biblioteki zwigzkoéw o roznej strukturze, ktére moga by¢ punktem wyjscia do syntezy nowych
zwigzkow o dziataniu przeciwnowotworowym. Jest wspottworca 40 patentow, a 3 opracowane przez niego
zwigzki sg uzywane w badaniach klinicznych.
Proponowane badania pozwola na lepsze poznanie funkcji helikaz RECQL4 i BLM w utrzymywaniu
stabilno$ci genomu, podstawowych procesach komorkowych i nowotworzeniu.



