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Chloniak Hodgkina (HL) to nowotwor powstajacy w centrach rozrodczych komorek B, rozwijajacy
si¢ u okoto 2-3 na 100 000 ludzi. Powstajg one podczas rozwoju komoérek B, gdzie zyskujg nieprawidtowy
profil alteracji genetycznych i, przez nadal nie petnie poznany powod, sa w stanie przetrwa¢ zamiast przejs¢
przez typowa w tych warunkach programowang $mier¢ komorki — apoptoze, w konsekwencji dajac typowe
dla tej choroby komorki Hodgkina i Reed-Sternberga (HRS). Komorki te r6znia sie znacznie od zdrowych
komorek B, wykazujac zaburzenia szlakow sygnalowych. Istotnym aspektem w powstawaniu komorek HRS
sg istotne zmiany w profilu metylacji DNA, powodujace inaktywacj¢ supresoréw nowotworowych i
deregulacje szlakéw sygnalowych komorki. Jako ze badanie tych supresorow moze prowadzi¢ do istotnych
odkry¢ w zakresie biologii nowotworu, to uznali$my, ze zbadany ten aspekt.

Podczas analizy ekspresji opartej na mikromacierzy i danych na temat metylacji DNA, gen CXXC5
zwrdcil nasza uwagg. ZauwazyliSmy jego istotng regulacje w dot, w towarzystwie zwickszonej metylacji DNA
W jego regionie promotorowym. Zmiany te byly obserwowane tylko w probkach pochodzacych z HL, w
porownaniu z innymi chtoniakami B-komérkowymi i nienowotworowymi komdrkami B. Te dane sugeruja,
ze CXXC5 moze by¢ genem supresorowym, specyficznym dla HL i jego inaktywacja jest powodowana przez
hipermetylacje DNA. Co jest szczegolnie ciekawe to to, ze gen CXXC5 znany jest z jego szerokiego efektu
regulatorowego, opartego na wigzaniu niemetylowanych wysp CpG 1 przycigganiu dalszych biatek
regulatorowych. Z tego powodu jego potencjat w ksztaltowaniu komdrek nowotworowych wydaje sie¢ wartym
przebadania. Naszg hipoteza jest to, ze gen CXXCS5 pozytywnie i istotnie wptywa na komorki nowotworowe
w rozwoju komorek HRS i po6zniejszym ich przetrwaniu.

W naszym projekcie planujemy odkry¢, czy jego hipermetylacje jest, w istocie, mechanizmem
stojacym za wyciszeniu tego genu w HL. W tym celu przeprowadzimy celowana demetylacje DNA tego genu
w liniach komoérkowych chioniaka Hodgkina. Poziom spadku metylacji DNA bedzie oceniony z pomoca
pirosekwencjonowania wodorosiarczynowego 1 jego efekt — przywrocenie ekspresji genu — bedzie
potwierdzone na poziomie transkryptomicznym (RT-qPCR) i proteomicznym (Western blot). Do zbadania
wpltywu CXXC5 na chloniaka biologie komorek chtoniaka Hodgkina, przeprowadzimy indukcje stabilnej
nadekspresji biatka CXXC5 w liniach komorkowych HL. Bedziemy badac¢ efekty jego obecnosci w komorce
z wykorzystaniem testow na proliferacje, zywotnos$¢ i Smier¢ komorkowa. Nasza hipoteza jest, ze indukcja
ekspresji CXXC5 bedzie mie¢ negatywny efekt na komorki, powodujac spadek proliferacji i zytownosci, jak i
wzrost potencjalu apoptotycznego. Dalej, planujemy poszerzy¢ nasza wiedze w zakresie efektow obecnosci
CXXC5 w funkcjonowaniu komorek HL. Z uwagi na to, ze CXXCS5 jest czynnikiem transkrypcyjnym, chcemy
zidentyfikowa¢, z ktorymi regionami DNA wigze si¢ biatko CXXCS5. By tego dokonaé, przeprowadzimy
analiz¢ ChIP-seq. Uwazamy, Ze regiony wigzane przez biatko CXXCS5 bgda wzbogacone w geny supresorowe.
W celu doglebniejszego zbadania tej kwestii przeprowadzimy globalng analize metylacji DNA z pomoca
technologii Oxford Nanopore. Tutaj rowniez spodziewamy si¢ wzbogacenia o ten sam tym genow, przy
istotnym pokryciu wynikow metylacji DNA i CXXC5-ChIP-seq. Kolokalizacja wyr6zniajacych si¢ regionow
bytaby mocnym wskaznikiem za tym, ze CXXC5 to istotny czynnik, ktorego brak jest powigzany ze zmianami
w profilu metylacyjnym, a wigc z rozwojem i progresja chtoniaka Hodgkina i przez to moze by¢ nowym
potencjalnym markerem nowotworowym stosowanym w diagnostyce HL.



