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POPULARNONAUKOWE STRESZCZENIE PROJEKTU

T-komoérkowa ostra biataczka limfoblastyczna (T-ALL) stanowi rzadki podtyp ostrej
biataczki limfoblastycznej (ALL), bedacej najczgstszym nowotworem ztosliwym wieku dzieciecego.
Choroba ta charakteryzuje si¢ duza agresywnoscia oraz zla prognoza. Jej leczenie oparte jest na
chemioterapii, ktora niesie za sobg szereg powaznych oraz czesto dlugotrwalych skutkow
ubocznych, co ma szczegdlne znaczenie w przypadku pacjentow pediatrycznych. Ponadto,
diagnostyka i leczenie T-ALL generuje wysokie koszty, a mimo to az w 20% przypadkéw terapia
okazuje si¢ nieskuteczna na skutek opornosci na leki lub pojawienia si¢ nawrotu choroby. T-ALL u
dzieci to nadal powazny problem medyczny z konsekwencjami psychologicznymi oraz spoteczno-
ekonomicznymi. Rozwdj nauki sprzyja poszukiwaniu nowych, skuteczniejszych rozwigzan
terapeutycznych, jednak aby ich opracowanie byto mozliwe, konieczne jest poszerzenie wiedzy na
temat molekularnych mechanizmoéw T-ALL.

Przez wiele lat badania molekularne nad T-ALL byly skoncentrowane na poszukiwaniu
zmian w obrebie sekwencji kodujacych biatka. Dzigki temu wiedza na temat onkogendw i genow
supresorowych zaangazowanych w patogeneze T-ALL jest stosunkowo szeroka. Obecnie jednak
coraz wigcej uwagi poswigca si¢ znaczeniu mechanizméow epigenetycznych w tej chorobie, a takze
roli czasteczek miRNA. MiRNA to krotkie fragmenty oligonukleotydowe, ktorych funkcjg jest
regulacja ekspresji genéow z udzialem kompleksu biatkowego RISC (RNA-induced silencing
complex). Istniejag badania pokazujace, ze profil ekspresji tych czasteczek w komorkach
biataczkowych jest inny niz w komodrkach zdrowych. Ponadto udowodniono, ze réznice te moga
mie¢ wpltyw na rozwdj choroby, gdyz miRNA ulegajace zbyt wysokiej ekspresji moga wyciszacé
geny supresji transformacji nowotworowej. Natomiast w przypadku zbyt niskiej ekspresji miRNA,
ich mala aktywno$¢ moze prowadzi¢ do zwigkszonej aktywnosci onkogenéw. Interakcje miRNA
oraz ich gendow docelowych sg bardzo zlozone. Jedna czasteczka miRNA moze regulowac ekspresje
wielu genow, a jeden gen moze by¢ regulowany przez wiele réznych miRNA. Obecny stan wiedzy
na temat roli miRNA w patogenezie T-ALL obejmuje jedynie wycinek ztozonej sieci regulatorowe;j
MIRNA-MRNA. Z tego powodu konieczne jest prowadzenie dalszych badan na ten temat.

Celem proponowanego projektu jest globalna analiza interakcji wybranych miRNA z ich
docelowymi mRNA w liniach komérkowych T-ALL (in vitro). Badania prowadzone bgda w oparciu
o technike immunoprecypitacji  kompleksow  RISC-miRNA-mRNA, potaczong =z
sekwencjonowaniem  frakcji mRNA uzyskanej po immunoprecypitacji z uzyciem
sekwencjonowania nowej generacji (NGS). Metodyka ta pozwoli na poznanie catego spektrum
genow docelowych dla badanych miRNA. Potaczenie tych technik nie byto dotad wykorzystywane
w przypadku badan nad miRNA w T-ALL. Zidentyfikowane interakcje miRNA-mRNA zostang
potwierdzone drugg metoda, testem reporterowym Dual Luciferase Assay. Potencjat
onkogenny/supresorowy badanych miRNA zostanie oceniony w testach funkcjonalnych w liniach
komorkowych T-ALL (testy zmian zywotnosci komoérek oraz poziomu apoptozy pod wpltywem
wyciszania i/lub nadekspresji wybranych miRNA).

MiRNA ulegajace nieprawidlowej ekspresji w T-ALL zostang wytypowane na podstawie juz
uzyskanych wynikéw sekwencjonowania nowej generacji miRNA, ktore przeprowadzono na
probkach uzyskanych od pacjentow z dziecigcg T-ALL. Jak dotad istniejg nieliczne badania
wykorzystujace technologi¢ NGS w badaniach miRNA w T-ALL i Zzadne z nich nie s3 podparte
analizg funkcjonalng. Stanowi to nowatorski element projektu. Potaczenie kilku nowoczesnych
podej$¢ badawczych umozliwi znaczne poszerzenie stanu wiedzy na temat wystgpujacych w
komorkach biataczkowych szlakow i osi regulatorowych kierowanych przez miRNA.

Uzyskane w proponowanym projekcie wyniki przyczynig si¢ do poglebienia wiedzy na
temat zalezno$ci regulatorowych miRNA-mRNA w onkogenezie. Zidentyfikowane osi
regulatorowe mMIRNA-mRNA beda mogly stanowi¢ punkt wyjscia do dalszych badan
funkcjonalnych (w modelu mysim T-ALL), majacych na celu potwierdzenie ich
onkogennej/supresorowej roli in vivo. Potencjalnie moga tez stanowi¢ punkt wyjscia dla nowych
strategii terapeutycznych, celujacych w kluczowe $ciezki regulatorowe miRNA-mRNA.



