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Mimo cigglego udoskonalania metod diagnostyki i leczenia choroby nowotworowe nadal stanowig
wedlug danych WHO jedna z gtéwnych przyczyn zgondow w krajach rozwinigtych, w tym w Polsce. Do
najczestszych naleza nowotwory pluca, jelita i trzustki. Istnieje zatem potrzeba dalszych badan dazacych do
poznania mechanizmoéw powstawania nowotworow 1 projektowania nowych metod terapii. Celem projektu
jest zbadanie mechanizmu regulacji alternatywnego splicingu mRNA przez zmutowane p53 w
nowotworach pluca, jelita, trzustki oraz glowy i szyi, a nast¢pnie wykorzystanie tej wiedzy do
zaprojektowania i przetestowania nowych kombinacji lekéw.

Gen TP53, kodujacy biatko p53, jest jednym z kluczowych gendow w procesie nowotworzenia. Jego
podstawowa funkcja jest zapobieganie nowotworom. Mutacje zmiany sensu, ktore wystepuja u ok. 30%
pacjentow, powodujg takie zmiany w biatku p53, Ze nie tylko traci ono funkcje supresorowe, ale tez uzyskuje
nowe wlasciwosci przyspieszajgce rozwdj nowotworéw. Takie zmutowane formy biatka p53 okreSlane sg
mianem ,,gain-of-function” (ang. nabycie funkcji) i zaangazowane sg we wszystkie procesy zwiazane z
onkogenezg m.in. tworzenie przerzutdw, opornos¢ na chemioterapig, przyspieszona proliferacja komorek.
Najnowsze badania wykorzystujace wysokoprzepustowe metody sekwencjonowania RNA (RNA-Seq) i
mikromacierze wskazujg, ze zmutowane formy p53 sg zaangazowane w alternatywny splicing mRNA —
proces umozliwiajacy powstawanie roznych izoform biatka z tego samego genu. [zoformy te moga r6zni¢ si¢
wlasciwosciami — jedne moga by¢ pro-nowotworowe, podczas gdy inne anty-nowotworowe. Lider projektu
opublikowatl wyniki wykazujgce po raz pierwszy, ze zmutowane p53 wpltywa na alternatywny splicing w
raku piersi. Odkrycie to zostalo poparte pracami innego zespotu, pokazujacymi rolg zmutowanego p53 w
regulacji splicingu w raku trzustki. Jednak badania te zostaly przeprowadzone z wykorzystaniem roznej
metodologii, a kazde z nich koncentruje si¢ na jednym typie raka. Istnieje zatem potrzeba poglebionych
studiow, ktore w sposob systematyczny z uzyciem wystandaryzowanych metod wyjasnityby role mutantow
p53 w regulacji splicingu mRNA w réznych nowotworach.

Wstepne wyniki, ktore uzyskali$my w liniach komorkowych raka ptuca i raka piersi posiadajgcych
mutacje w genie TP53, potwierdzity hipoteze, ze zmutowane biatko pS3 wplywa na profil alternatywnego
splicingu w badanych nowotworach. Stosujac narzedzia bioinformatyczne ustaliliSmy, ze geny podlegajace
alternatywnemu splicingowi pod wptywem mutantéw p53 sg zaangazowane w wiele szlakoéw molekularnych
np. ekspresja genéw, metabolizm RNA, ktéore moga mie¢ znaczenie w rozwoju nowotworow. Poréwnanie
poziomu ekspresji genow, ktorych splicing ulegt zmianie pod wptywem wyciszenia zmutowanego 7P53, do
probek kontrolnych, pokazato, ze na ogét mutanty pS3 nie powoduja obnizenia ekspresji badanych genow.
Sugeruje to, ze powstajace izoformy bialek mogg pelni¢ wazng role w procesie nowotworzenia.
Potwierdzeniem tego jest gen KLF6, ktorego zmieniony splicing wykryliSmy w obu badanych liniach
komoérkowych. Wiadomo z literatury, ze izoformy biatka KLF6 dominujace w nowotworach pobudzaja
proliferacje 1 przerzutowanie komoérek rakowych. Zestawienie danych uzyskanych w liniach komorkowych
raka piersi i pluca, pokazato, ze zmiany w splicingu pewnej grupy genow byly wspdlne dla obu
nowotworow. Takie geny sa szczegodlnie interesujace, gdyz wskazuja na wspolny dla obu nowotworow
mechanizm, ktory moze by¢ podstawg do projektowania nowych terapii.

W proponowanym projekcie dane RNA-Seq uzyskane w liniach komorkowych raka pluca i jelita w
toku trwajacych w laboratorium badan, zostang zestawione z nowymi danymi, ktore zostang otrzymane dla
linii komorkowych raka trzustki oraz glowy i szyi posiadajacych mutacje w TP53, po wyciszeniu tego genu
metodg CRISPR-Cas9. Dane te zostang poszerzone o wyniki RNA-Seq uzyskane z linii komérkowych
wytworzonych metodg CRISPR-Cas9 na bazie fibroblastow z wprowadzonymi mutacjami w TP53, takimi
samymi jak te obecne w komorkach nowotworowych. Za pomocg narzedzi bioinformatycznych wszystkie
dane zostang natozone tak, aby wskaza¢ geny, ktorych mRNA podlegajg alternatywnemu splicingowi we
wszystkich badz w kilku typach nowotworow. Uzyskane wyniki zostang potwierdzone z wykorzystaniem
linii komorkowych oraz tkanek pobranych od pacjentow, poprzez poréwnanie poziomu ekspresji
alternatywnych mRNA w tkance normalnej i nowotworowej. Nastepnie zostanie przeprowadzona analiza
tych genow pod katem szlakow molekularnych i proceséw biologicznych, w ktére beda zaangazowane.
Wybrane geny zaangazowane w procesy wazne w onkogenezie i wspodlne dla wszystkich badanych
nowotworow zostang zbadane pod katem funkcji petnionych przez poszczegdlne izoformy kodowanych
przez nie bialek. Zbadany zostanie rowniez mechanizm wykorzystywany przez mutanty p53 do
kontrolowania splicingu mRNA. Wyniki tych badan zostang wykorzystane do zaprojektowania i
przetestowania in vitro na liniach komérkowych i organoidach nowych metod terapii. Organoidy hodujemy
w laboratorium z tkanek nowotworowych i normalnych pobranych od pacjentoéw. Pozwalajg one na
testowanie lekow w hodowli 3D, ktora lepiej odzwierciedla wzrost komorek w zywym organizmie. Badania
te sg wstepem do planowanych w kolejnych projektach badan in vivo.



