Streszczenie

Wstep: Analiza catego genomu pozwolila na identyfikacje nowej klasy niekodujacych
RNA, dhugich niekodujacych RNA (IncRNAs) — dtuzszych niz 200 pz, ktore odgrywaja wazna
role w wielu procesach biologicznych. Zaburzenia w ich ekspresji mogg prowadzi¢ do wielu
stanow chorobowych w tym do nowotworzenia. Pojawiajg si¢ doniesienia dotyczace dtugich
niekodujacych RNA jako potencjalnych biomarkerow do diagnozowania i prognozowania
klinicznego w chorobach nowotworowych. Spowodowane to moze by¢ tym, ze IncRNA
regulujg poziom okreslonych biatek zaangazowanych w procesy nowotworzenia w Sposob
bezposredni lub posredni (poprzez hamowanie/aktywowanie biatka biorgcego udziat w szlaku
sygnalizacyjnym np. B-kateniny) — przyczyna tego moze by¢ fakt, ze wystepuja one
zarowno w jadrze komoérkowym jak i w cytoplazmie. Dodatkowo, IncRNA sa tkankowo

specyficzne, co wigcej ich ekspresja moze by¢ regulowana przez komoérke zaleznie od jej stanu.

Rak ptuca jest najczestszg przyczyng zgondw zwigzanych z rakiem na catym $wiecie i
dotyczy okoto 25% wszystkich zachorowan na raka na catym $wiecie. Ponadto w$rod chorych
na raka ptuca 80% przypadkoéw jest sklasyfikowanych jako niedrobnokomoérkowy rak ptuca
(NDRP), a 20% jako drobnokomoérkowy rak ptuca (SCLC).

Zrozumienie proceséw regulowanych przez dlugie niekodujace RNA jest kluczowe nie
tylko z poznawczego punktu widzenia, ale takze dla opracowania nowych biomarkerow i

skutecznych celéw terapeutycznych u pacjentow chorujacych na raka.

Celem projektu byta ocena ekspresji IncCDH5-3:3 i IncCCXCR4-6:1 w komorkach
niedrobnokomorkowego raka pluca i okreslenie ich wptywu na inwazyjnos¢ komorek

nowotworowych.

Materialy i metody: Materialem biologicznym wykorzystanym w badaniu byly guzy
nowotworowe pobrane od 20 pacjentdw, z ktorych wyizolowano RNA. Nastgpnie, wykonano
oceng ekspresji INcCDH5-3:3 i INcCXCR4-6:1 i skorelowano ja ze stopniem zaawansowania
choroby (TNM) oraz typem histopatologicznym.

Nastegpnie, wykonano analizy in-silico majace na celu okreslenie stabilnosci badanych
INCRNA, oraz w przypadku IncCXCR4-6:1 prawdopodobne miejsce wigzania bialek. W
kolejnym etapie wykonano knockout przy uzyciu plazmidu px459V2.0 i zaprojektowanych
gRNA oraz nadekspresj¢ badanych INCRNA uzywajac plazmidu pcDNA3.1. Dodatkowo,
wykonano delecje w sekwencji INcCCXCR4-6:1 o dlugosci 440pz, 493pz i 540pz. Metody



inzynierii genetycznej wykorzystano w liniach komoérkowych raka ptuca: H1703 (rak

ptaskonablonkowy), H1975 i A549 (linie komérkowe gruczolakoraka ptuca).

W niniejszym eksperymencie badano poziom mRNA: EpCAM, E-cadherin, Oct-4
(POU5F1) i CXCR-4 w komorkach po KO IncCDH5-3:3 oraz u pacjentow z NDRP. W dalszej
kolejnosci oszacowano odsetek komorek proliferujacych i apoptotycznych oraz okreslono
odsetek komoérek w fazie SubGl (jedynie dla badan zwigzanych z IncCCDH5-3:3), GO/G1, S i
G2/M. Testy te wykonano w komorkach z KO i nadekspresjg INcCCDH5-3:3 i IncCXCR4-6:1.
Ponadto, testy te wykonywano rowniez po uzyskaniu delecji w obrgbie sekwencji IncCXCR4-
6:1. Dodatkowo, aby potwierdzi¢ wptyw IncCDH5-3:3 na proces apoptozy okreslono odsetek
komorek zywych, apoptotycznych i martwych na podstawie aktywnosci kaspaz pro-
apoptotycznych 3 i 7. Z kolei, w przypadku IncCXCR4-6:1 okreslono aktywno$¢ szlaku
EGFR/ERK1/2 a takze poziom czynnika transkrypcyjnego Nf-kf oraz jego aktywnos¢.

Nastgpnym etapem byto okreslenie poziomu: EpCAM, E-cadherin, EV-kadheryny
(w przypadku IncCDH5-3:3) CXCR-4 (w przypadku IncCXCR4-6:1), Oct-4 (POUS5F1),
fosforylowanej B-catenin, catkowitej ilosci Akt i fosforylowanego Akt, catkowitej ilosci ERK
1/2 i fosforylowanych ERK 1/2 w czasie nadekspresji omawianych IncRNA a takze po ich KO
oraz wykonaniu delecji w obregbie IncCXCR4-6:1. Dodatkowo, aby okresli¢ zdolnos$ci
inwazyjne komoérek nowotworowych po KO lub nadekspresji IncCXCR4-6:1 wykonano
scratch test i monitorowano komorki do pelnego zaro$nigcia rysy.

Whnioski: Wyniki przedstawione w niniejszej pracy dowodza, ze:

1. IncCDH5-3:3 reguluje apoptoze poprzez uruchomienie kaspaz pro-apoptotycznych 3 i
7,

2. IncCDH5-3:3 reguluje proliferacje poprzez zwigkszenie ekspresji EpCAM, Oct-4 i
Nanog oraz aktywnosci Akt, ERK1/2,

3. IncCDH5-3:3 reguluje zdolnosci inwazyjne komoérek nowotworowych poprzez
aktywacje ekspresji E-kadheryny i EV-kadheryny,

4. komorka nowotworowa $cisle kontroluje ekspresje IncCDHS5-3:3, aktywujac biatka
zaangazowane w proliferacje lub migracje.

5. IncCXCR4-6:1 reguluje apoptoze oraz proliferacje komorek nowotworowych poprzez
regulacje ekspresji czynnikdw transkrypcyjnych Oct-4, Nanog, a takze biatek: Akt,
ERKZ1/2, oraz CXCR-4 i fosforylacj¢ receptora dla EGF, Akt, ERK1/2 i B-kateniny,

6. IncCXCR4-6:1 reguluje szlaki sygnalizacyjne: EGFR/AK/ERK, CXCR-4/Akt/NF-«f
oraz B-katenina/EpCAM/Oct-4/Nanog/E-kadheryna,



. Delecja fragmentow w obrebie sekwencji pozwolita udowodni¢ regulacje ekspresji
CXCR-4 przez IncCXCR4-6:1,

INCCXCR4-6:1 reguluje aktywno$¢ NF-« jedynie w komorkach raka
ptaskonablonkowego,

Mutacja L858R w obregbie EGFR powoduje uruchomienie efektow kompensacyjnych

majacych na celu wzrost proliferacji oraz zatrzymanie apoptozy.



