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T-komérkowa ostra biataczka limfoblastyczna (T-ALL) stanowi rzadki podtyp ostrej biataczki
limfoblastycznej (ALL), bedacej najczestszym nowotworem ztosliwym wieku dzieciecego. Choroba ta
charakteryzuje sie duzg agresywnoscig oraz ztg prognozg. Jej leczenie oparte jest na chemioterapii, ktéra niesie za
sobg szereg powaznych oraz czesto dtugotrwatych skutkdw ubocznych, co ma szczegdlne znaczenie w przypadku
pacjentow pediatrycznych. Diagnostyka i leczenie T-ALL generuje wysokie koszty, a mimo to az w 20%
przypadkow terapia okazuje sie nieskuteczna, co prowadzi do nawrotu choroby lub $mierci.

T-ALL u dzieci to powazny problem medyczny z konsekwencjami psychologicznymi oraz
spotecznoekonomicznymi. Obecnie odchodzi sie od idei uniwersalnych terapii przeciwnowotworowych. Dziatania
badaczy koncentrujg sie na poszukiwaniu tzw. celowanych opcji terapeutycznych, dostosowanych do cech
biologicznych komodrek nowotworowych i przeznaczonych dla $cisle zdefiniowanych grup pacjentéw o
podobnym ,molekularnym profilu” nowotworu. Terapia celowana, umozliwiajaca wytaczenie nadaktywnej u
pacjentéw $ciezki mTOR stanowi potencjalng strategie lecznicza w T-ALL. Sciezka ta jest kluczowa dla
funkcjonowania zdrowych komdérek, posredniczy w przekazywaniu sygnatéow z otoczenia i stanowi punkt tgczacy
wiele szlakow sygnalizacji wewnatrz komadrki. W nowotworach, takze w T-ALL, ta $ciezka jest nadmiernie
aktywna, co przyczynia sie do niekontrolowanego rozrostu biataczki. Obecnie podejmuje sie proby wykorzystania
inhibitorow $ciezki mTOR w leczeniu wielu nowotwordw, w tym nowotworéw hematologicznych. Jednak aby
pacjenci z T-ALL mogli w przysztosci korzysta¢ z tego typu rozwigzan medycznych, konieczne jest doktadne
scharakteryzowanie mechanizmoéw deregulacji szlaku mTOR w tej biataczce.

Przez wiele lat badania nad T-ALL byty skoncentrowane na poszukiwaniu zmian w obrebie sekwencji
kodujgcych biatka. Dzieki temu wiedza na temat onkogendw i gendw supresorowych zaangazowanych w
patogeneze T-ALL jest stosunkowo szeroka. Obecnie coraz wiecej uwagi w T-ALL poswieca sie znaczeniu
mechanizmoéw epigenetycznych (gtdéwnie metylacji DNA) oraz roli czgsteczek miRNA, ktére biorg udziat w
regulacji ekspresji genow. Metylacja DNA to modyfikacja chemiczna, polegajgca na dodawaniu grup metylowych
(-CH3 ) do zasad azotowych nukleotyddw budujgcych ni¢ DNA. Metylacja nie zmienia sekwencji DNA, a jedynie
dostepnos¢ DNA dla biatek odpowiedzialnych za ekspresje gendw. miRNA to krétkie czgsteczki RNA, ktore
wyciszajg ekspresje gendw poprzez bezposrednie oddziatywanie z transkryptami tych genéw. Wiadomo obecnie,
ze zaréwno poziom ekspresji miRNA, jak i poziom metylacji DNA w komdrkach biataczkowych jest zmieniony w
stosunku do komorek prawidtowych. Zmiany te mogg mie¢ bezposredni wptyw na rozwdj nowotworu, poniewaz
mechanizmy te powodujg obnizenie ekspresji gendéw powstrzymujgcych transformacje nowotworowg oraz
podwyzszanie poziomu ekspresji onkogendw. Dotychczas (epi-)genetyczne mechanizmy regulacji $ciezki mTOR
nie zostaty zbadane w kontekscie biologii T-ALL.

Celem proponowanego projektu jest: 1/ funkcjonalna charakterystyka 5-7 interakcji miRNA-mRNA
bezposrednio zwigzanych z sygnalizacjg mTOR oraz okre$lenie wptywu tych oddziatywan na przezycie komorek
T-ALL w badaniach in vitro 2/ funkcjonalna charakterystyka wptywu metylacji DNA na ekspresje 4-6 gendow
zwigzanych z sygnalizacjg $ciezki mTOR oraz weryfikacja wptywu, jaki zaburzenia ekspresji tych gendéw majg na
przezycie komorek T-ALL w badaniach in vitro.

Badania prowadzone bedg w oparciu o rézne modyfikacje techniki CRISPR-dCas9, ktdra pozwoli na
ukierunkowane i precyzyjne przeprowadzenie zmiany ekspresji gendw w liniach komdrkowych T-ALL. Potencjat
onkogenny/supresorowy badanych interakcji oraz gendw zostanie oceniony w testach funkcjonalnych,
oceniajgcych przezywalnosé¢ komérek T-ALL pod wptywem wprowadzonych modyfikacji epigenetycznych.

Interakcje miRNA-mRNA oraz geny podlegajgce zaburzonej metylacji DNA zostaty wytypowane do badan w
oparciu o dane multiomiczne, pochodzgce z integracji danych z kilku platform sekwencjonowania nowej generacji
probek pacjentéw z T-ALL. Podjelismy sie scharakteryzowania kilku poziomdéw regulacji sciezki mTOR w celu
uzyskania jak najpetniejszego obrazu jej deregulacji w biataczce T-ALL. Potgczenie kilku nowoczesnych podejs¢
badawczych umozliwi znaczne poszerzenie stanu wiedzy na temat zaburzen sygnalizacji mTOR w komdrkach
biataczkowych.

Uzyskane w proponowanym projekcie wyniki przyczynia sie do pogtebienia wiedzy na temat zaleznosci
regulatorowych $ciezki mTOR. Zidentyfikowane osi regulatorowe mMiRNA-mRNA oraz zaburzenia procesu
metylacji DNA bedg mogty stanowi¢ punkt wyjscia do dalszych badan funkcjonalnych (w modelu mysim T-ALL),
majacych na celu potwierdzenie ich onkogennej/supresorowe;j roli in vivo. Potencjalnie mogg tez stanowi¢ punkt
wyijscia dla opracowania nowych strategii terapeutycznych dla pacjentéw z T-ALL, ukierunkowanych na inaktywacje
szlaku mTOR.



