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POPULARNONAUKOWE STRESZCZENIE PROJEKTU

W ostatnich latach dowiedziono, ze gen CRNDE petni role onkogenu w wielu nowotworach. Nasz
zespot zidentyfikowat i opublikowal w bazie GenBank pierwsze dwa kompletne transkrypty tego genu.
Wykazalismy tez, ze ich nadekspresja stanowi negatywny czynnik prognostyczny u pacjentek z rakiem
jajnika. Ponadto udato nam si¢ udowodni¢, ze jeden z ww. transkryptow koduje mikropeptyd CRNDEP,
ktory wydaje si¢ odgrywac istotna rol¢ w podziatach komodrkowych i ulega nadekspresji w komoérkach
prawidtowych i nowotworowych o wysokim potencjale mitotycznym.

Gloéwnym celem niniejszego projektu bedzie przeanalizowanie pelnej sekwencji genu CRNDE, a takze
okreslenie stopnia metylacji jego promotora w grupie rakow jajnika, dla ktorych dostgpne sa szczegdtowe
dane Kkliniczno-patologiczne, jak réwniez informacje dotyczace przezycia pacjentek i odpowiedzi na
leczenie. Ponadto planujemy oszacowanie ekspresji mikropeptydu CRNDEP w tej samej grupie rakow w
celu zbadania jego znaczenia prognostycznego i predykcyjnego. Chcemy tez okresli¢ funkcje rzeczonego
peptydu, weryfikujac uprzednio uzyskane wyniki wskazujace, iz jego silna nadeskpresja w komoérkach HelLa
prowadzi do powstawania granul stresu, a nastgpnie sprobowaé wyjasni¢ mechanizm tego zjawiska.

W ramach tego projektu beda prowadzone rozlegle badania molekularne na poziomie DNA i biatka,
uzupelnione o analizy bioinformatyczne i statystyczne. Najpierw planujemy wykonaé sekwencjonowanie
genu CRNDE z uzyciem sekwenatora nastepnej generacji lon S5 (Thermo Fisher Scientific) na grupie 135
mrozonych rakéw jajnika od pacjentek leczonych cisplatyng i cyklofosfamidem (schemat PC, N=32) lub
taksanami i cisplatyna (schemat TP, N=103). W tej samej grupie guzow oznaczyliSmy uprzednio poziom
transkryptéw genu CRNDE, dowodzac, ze ich nadekspresja wpltywa negatywnie na przezycie pacjentek
leczonych w schemacie TP. W tym badaniu chcemy przeanalizowaé nie tylko sekwencje¢ kodujaca genu
CRNDE, lecz roéwniez jego promotor, introny oraz oba regiony UTR. Warto nadmieni¢, ze CRNDE dzieli
swoj promotor z innym genem (/RX5), a ostatnio wykazano, ze skorelowana ekspresja obu tych onkogenéw
stanowi czynnik zlego rokowania w raku jelita grubego. Biorac pod uwagg te doniesienia, w naszym badaniu
NGS okreslimy tez pelna sekwencje genu /RXS5. Oprécz oceny obecnosci mutacji wykonamy rowniez
analize polimorfizméw w locus CRNDE/IRXS, co moze dostarczy¢ informacji na temat zmienno$ci liczby
kopii badanych gendw, a takze umozliwi¢ identyfikacje haplotypoéw ztego rokowania.

W tej samej grupie 135 rakow jajnika ocenimy zmienno$¢ liczby kopii (CNV) genu CRNDE oraz
stopien metylacji jego promotora. Analiza CNV zostanie przeprowadzona technika fluorescencyjnej
hybrydyzacji in situ (FISH), powszechnie stosowana w cytogenetyce molekularnej. Uzycie tej techniki da
nam mozliwo$¢ bezposredniego policzenia kopii genu CRNDE w jadrach interfazowych bez koniecznosci
stosowania gendow referencyjnych, ktére moga wykazywac niestabilno$¢ w komorkach nowotworowych. W
badaniu tym postuzymy si¢ jednokolorowa sonda FISH specyficzng dla genu CRNDE (Empire Genomics). Z
kolei stopien metylacji promotora omawianego genu ocenimy stosujac zestaw Cells-to-CpG Bisulfite
Conversion Kit (Thermo Fisher Scientific), a nastgpnie wykonujac PCR na matrycy DNA po konwersji
bisulfidowej oraz sekwencjonowanie metoda Sangera.

W niniejszym projekcie oszacujemy tez ekspresje mikropeptydu CRNDEP w skrawkach parafinowych
z 250 rakow jajnika od pacjentek leczonych w schemacie TP, dla ktorych rowniez sa dostgpne pelne dane
kliniczno-patologiczne oraz informacje na temat przezycia i odpowiedzi na leczenie. Do tego celu
wykorzystamy metode posredniego testu immunoenzymatyczny (ELISA) oraz krolicze przeciwciato anty-
CRNDEP (Abgent). Chcemy réwniez podja¢ probe wyjasnienia mechanizmu molekularnego zjawiska
zaobserwowanego przez nas we wczesniejszych badaniach, polegajacego na powstawaniu granul stresu w
komoérkach Hela, w ktorych wywotano silna, sztuczna nadekspresje peptydu CRNDEP w fuzji ze
znacznikami EGFP, DsRed Monomer lub FLAG. Do tego celu wykorzystamy nastepujace linie komorkowe:
HeLa, MCF-7, TOV-1, IGROV1, SKOV-3, A2780, HT-29 i HCT-116. Wybrane linie komorkowe ro6znia si¢
migdzy soba pod wzglgdem aktywnosci i statusu akumulacji biatka TP53, co umozliwi nam nie tylko
zbadanie mechanizmu, za posrednictwem ktérego wysoki poziom CRNDEP wywotuje stres oksydacyjny, ale
pozwoli tez na sprawdzenie, czy omawiana funkcja CRNDEP zalezy od statusu biatka TP53. W badaniu tym
wykorzystamy dwa testy biochemiczne firmy Promega: ROS-Glo H,0- oraz GSH/GSSG-Glo.

Biorac pod uwage liczne doniesienia naukowe na temat istotnej roli genu CRNDE w procesie
nowotworzenia, mozna oczekiwac, iz szczegblowa analiza jego sekwencji potaczona z poznaniem funkcji
oraz klinicznego znaczenia produktéw tego genu zaowocuje ich wykorzystaniem jako czulych
i specyficznych markeréw wczesnej diagnostyki lub markeréw utatwiajacych dobdr najlepszej metody
leczenia. Ostatecznie moga si¢ tez one sta¢ celami terapii molekularnej. Wyniki jednej z grup badawczych
potwierdzaja powyzsze hipotezy, dowodzac, ze poziom jednego z transkryptéw genu CRNDE w osoczu krwi
moze by¢ nowym, obiecujacym biomarkerem diagnostycznym i prognostycznym w raku jelita grubego.



