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Ostra biataczka limfoblastyczna (ALL) jest najczestszym nowotworem wystepujgcym u dzieci. ALL leczona jest
z zastosowaniem wielolekowej chemioterapii, ktdra wywotuje wiele powaznych efektéw ubocznych.
Chemioterapia okazuje sie nieskuteczna u ~20% dzieci, co wigze sie z opornoscig na leczenie i wznowg
(nawrotem choroby). Wznowa jest bardzo trudna do leczenia i czesto smiertelna. Wiekszo$¢ nawrotow
wystepuje u pacjentdéw z podtypem T-ALL (ostra biataczka limfoblastyczna z komadrek T), ktory jest bardziej
agresywny i znacznie mniej poznany niz podtyp ALL wywodzgcy sie z limfocytow B. W przeciwienstwie do ALL
z komdrek B, w T-ALL nadal brakuje genetycznych markerdw prognostycznych do okreslania ryzyka wznowy.

Biataczka dziecieca jest problemem medycznym dotykajgcym catg rodzine, z wszelkimi konsekwencjami
psychologicznymi, spotecznymi i ekonomicznymi. Wskazniki przezycia pacjentdw ze wznowa sg niskie, pomimo
intensywnego leczenia. Koszty terapii oraz koszty zwigzane z rehabilitacjg z powodu dtugotrwatych skutkéw
ubocznych terapii, negatywnie wptywajacych na jakos¢ zycia, stanowig na catym Swiecie znaczne obcigzenie
ekonomiczne. Poniewaz ALL jest najczestszym nowotworem wieku dzieciecego, niezwykle wazne jest
poszerzenie wiedzy na temat mechanizmow nawrotu tej biataczki. Precyzyjna identyfikacja pacjentéw z
wysokim ryzykiem nawrotu, skuteczne zapobieganie i leczenie wznowy, to obecnie jedne z najwazniejszych
wyzwan w onkologii dzieciecej. Istnieje zatem pilna potrzeba zidentyfikowania wiarygodnych czynnikéw
prognostycznych wznowy i opracowania nowych strategii terapeutycznych, aby zapobiec nawrotowi. Wymaga
to jednak dogtebnego zrozumienia mechanizmdw progresji i wznowy choroby.

Opierajac sie na wynikach naszych wczesdniejszych badan oraz danych literaturowych, dotyczgcych innych
nowotworéw, stawiamy hipoteze, ze do mechanizmdw przyczyniajgcych sie do wznowy T-ALL naleza:
lekoopornos¢; cechy zwigzane z macierzystym charakterem komorek (nadajgce komdrkom biologiczng
plastyczno$¢ i utatwiajgce ,ucieczke” przed przeciwnowotworowym dziataniem terapii); indukowany
chemioterapig zestaw cech zblizony do starzenia komdrek; heterogenicznos¢ klonalna (oznaczajgca duza
réznorodnosé wsrod komaorek biataczkowych, co czyni je bardziej podatnymi na ewolucje w kierunku wznowy).

Naszym celem jest dostarczenie nowej wiedzy na temat gendw i procesdw biologicznych, ktére decydujg o
zwiekszonym potencjale komaorek T-ALL do przezycia i ich ewolucji od diagnozy do wznowy. W celu zbadania
mechanizmdw nawrotu T-ALL zastosujemy dwie najnowocze$niejsze metody: 1/ sekwencjonowanie
transkryptomu z pojedynczych komorek (single-cell RNA sequencing, scRNA-seq) z uzyciem prébek pacjentow
z T-ALL, uzyskanych w momencie rozpoznania biataczki i w momencie rozpoznania nawrotu, oraz 2/ test
przesiewowy typu ‘dropout’ w skali catego genomu, przy uzyciu metody CRISPR/Cas9. scRNA-seq umozliwi
nam zbadanie heterogenicznosci i ewolucji klondw, w oparciu o analize ekspresji gendw z rozdzielczoscig na
poziomie pojedynczych komérek. Natomiast badanie CRISPR/Cas9 ‘dropout’ umozliwi identyfikacje genow,
ktére sg niezbedne dla przetrwania komérek biataczkowych. Uszkodzenie tych gendw metodg CRISPR/Cas9
powoduje, ze komdérki te ,wypadajg” (dropout) z hodowli komdrkowej, co pokazuje istotne znaczenie tych
genow dla przetrwania komorek T-ALL. Na podstawie wynikow tych badan, wybierzemy kilka gendw i
zweryfikujemy ich znaczenie dla komodrek T-ALL. Bedziemy aktywowac lub blokowaé ekspresje tych gendw w
liniach komdrkowych T-ALL i zbadamy, jak te zmiany wptywajg na zdolno$¢ komodrek biataczkowych do
proliferacji i przezycia. Na koniec, wykorzystamy metody bioinformatyczne do analizy danych dotyczgcych
ekspresji gendw i wynikdw leczenia, uzyskane dla duzych grup pacjentéw z T-ALL, dostepne w publicznych
bazach danych. Bedziemy chcieli zweryfikowac, czy zaobserwowane w naszym badaniu zmiany w ekspresji
gendw sg rzeczywiscie zwigzane z wystepowaniem nawrotu T-ALL. Takie kompleksowe podejscie do badania
mechanizmdw wznowy nie byto dotychczas stosowane w badaniach T-ALL.

Oczekiwane wyniki projektu obejmujg: 1/ charakterystyke gendw i procesow niezbednych dla przezycia
komérek T-ALL; 2/ opis gendw i proceséw biologicznych przyczyniajgcych sie do nawrotu T-ALL, z
charakterystykg funkcjonalng kilku najbardziej interesujgcych gendw; 3/ charakterystyke klonalnej
heterogenicznosci i klonalnej ewolucji w nawrocie T-ALL; 4/ opis wptywu mechanizmdw zwigzanych z cechami
komdrek macierzystych, lekoopornoscig i starzeniem komérek indukowanym chemioterapia na wystgpienie
wznowy T-ALL; 5/ identyfikacje gendw, ktérych nieprawidtowa ekspresja zwigzana jest z wystepowaniem
wznowy — genow, ktére mogg pomdc w przewidywaniu ryzyka nawrotu oraz opracowaniu nowych metod
leczenia.

Ostatecznym celem projektu jest rozwiktanie mechanizméw wznowy T-ALL i utorowanie drogi do precyzyjne;j
identyfikacji pacjentéw wysokiego ryzyka, co utatwi okreslenie najlepszych opcji leczenia w celu zapobiegania
nawrotom biataczki i poprawy przezycia pacjentéw z T-ALL.



