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Wstep

Rak jajnika jest powodem najwickszej liczby zgonow u kobiet ze zdiagnozowanymi
nowotworami narzadu rodnego. Niniejsza praca wpisuje si¢ w nurt poszukiwan nowych
markeréw diagnostycznych, prognostycznych, a takze pozwalajacych na okreslenie
odpowiedzi rakow jajnika na leczenie.

Gen CRNDE (ang. Colorectal Neoplasia Differentially Expressed) uznawany jest za
onkogen ulegajacy ekspresji jako dlugie niekodujagce RNA. Nasz zespot zidentyfikowal dwa
pierwsze, kompletne transkrypty genu CRNDE i umiescit ich sekwencje w bazie GenBank.
Dowiedlismy tez, ze podwyzszona ekspresja obu opisanych przez nas transkryptow jest
negatywnym czynnikiem prognostycznym u pacjentek z rakiem jajnika. Dodatkowo, z
wykorzystaniem zaprojektowanego przeciwciata, wykryliSmy obecnos¢ mikropeptydu
CRNDEP kodowanego przez krotka otwarta ramke odczytu obecng w sekwencji jednego z
wyze] wspomnianych transkryptéw. Peptyd ten ulegal nadekspresji w komoérkach o duzym
potencjale proliferacyjnym zardwno w tkankach prawidlowych, jak 1 nowotworowych.

Cel pracy

Celem niniejszej pracy byty dalsze badania roli transkryptéw oraz mikropeptydu
kodowanych przez gen CRNDE w procesie nowotworzenia. Zbadano, jak zrdéznicowanie
ekspresji produktow genu CRNDE wplywa na fizjologic i morfologic komorek
nowotworowych. Oceniono tez wpltyw réznic w ekspresji CRNDE(P) na wrazliwos¢ komorek
raka jajnika na cytostatyki zaburzajgce metabolizm mikrotubul. Dodatkowo okre§lono
lokalizacje komorkowg mikropeptydu CRNDEP, a takze podjeto probe identyfikacji jego
partnerow bialkowych. Na koniec, w oparciu o przewidywania bioinformatyczne, oceniono
zdolno$¢ wigzania RNA przez analizowany mikropeptyd.

Materialy i metody

Zrealizowanie badan opisanych w niniejszej pracy bylo mozliwe dzigki stworzeniu linii
komorkowych raka jajnika ze stabilnym wyciszeniem (linia SK-OV-3) genu CRNDE lub
wymuszong nadekspresja peptydu CRNDEP (linie SK-OV-3 i A2780), a takze odpowiednich
linii kontrolnych. Do ich wyprowadzenia wykorzystano miedzy innymi system CRISPR/Cas9
do celowanej edycji genomoéw eukariotycznych, umozliwiajacy precyzyjne wbudowanie do
genomu (w bezpieczne miejsce o nazwie AAVS1) odpowiednich kaset ekspresyjnych.
Powstate linie potomne, po potwierdzeniu zmian ekspresji CRNDE na poziomie RNA metoda
ilosciowego PCR, a takze (w przypadku nadekspresji CRNDEP) technika western blot na
poziomie biatka, zostaly wykorzystane w badaniach komorkowych, majacych na celu ocene
zmian tempa proliferacji, przebiegu cyklu komorkowego, parametréw morfologicznych
komorek, a takze parametrow zwiazanych z ich adhezja do podtoza. Dodatkowo linie te zostaty
poddane dzialaniu substancji zaburzajacych metabolizm mikrotubul (paklitakselu,
winblastyny, nokodazolu i noskapiny). Dla dwdch, niezaleznie wyprowadzonych linii SK-OV-
3 ze stabilnym wyciszeniem ekspresji CRNDE(P) oraz dwoch linii kontrolnych wykonano tez
analize zmian w transkryptomie metoda sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS),
polaczong ze szczegdtowa analiza ontologii gendw. Do identyfikacji partnerow biatkowych



peptydu CRNDEP w linii HeLa wykorzystano chromatografi¢ powinowactwa polaczong ze
spektrometrig mas. Nastepnie wybrane interakcje potwierdzono technikg western blot oraz w
badaniach kolokalizacji komérkowej pod mikroskopem konfokalnym. Linii komorkowej HeLa
uzyto tez do oceny zmian lokalizacji mikropeptydu CRNDEP w roznych fazach cyklu
komorkowego. Na koniec, w badaniach in silico, oszacowano prawdopodobienstwo, ze peptyd
CRNDEP moze wigza¢ czasteczki RNA.

Wyniki

Wyniki uzyskane w niniejszej pracy pokazuja, ze wyciszenie ekspresji CRNDE w linii
SK-OV-3 skutkuje obnizeniem potencjatu proliferacyjnego i zahamowaniem progresji cyklu
komorkowego w fazie S. Analizy transkryptomiczne wykonane dla tej samej linii potwierdzaja
powyzsze obserwacje, dowodzac, ze wyciszenie CRNDE moze wplywaé na poziom ekspres;ji
genoOw zwigzanych z regulacjg cyklu komérkowego, a takze z regulacja replikacji DNA.
Ponadto, zgodnie z danymi literaturowymi, wykazano, ze wyciszenic CRNDE zmienia
ekspresje genow zwigzanych z rdéznicowaniem komorek oraz z przejSciem eipitelialno-
mezenchymalnym, a takze z aktywacjg szlakow Wnt/B-kateniny i PI3K/AKT/mTOR.
Stwierdzono réwniez, iz obnizenie poziomu CRNDE zaburza ekspresje genéw kodujacych
biatka cytoszkieletu aktynowego i mikrotubularnego, co potwierdzono takze w badaniach
mikroskopowych, dowodzac wpltywu zmian ekspresji CRNDE(P) na ksztalt komorek.
Wyciszenie ekspresji CRNDE spowodowalo tez zmniejszenie liczby i catkowitej powierzchni
plytek przylegania (struktur warunkujacych adhezje komorek do podtoza).

Ponadto wykazano, iz wymuszona nadekspresja CRNDEP w liniach SK-OV-3 i A2780
przyczynita si¢ do znaczacego wzrostu opornosci komorek obu linii na dziatanie zaréwno
leko6w hamujacych polimeryzacje mikrotubul (nokodazol i1 noskapina), jak roéwniez
zaburzajacych ich depolimeryzacje (paklitaksel). Zwigkszona oporno$¢ komorek raka jajnika
na wymienione cytostatyki wynika najprawdopodobniej ze zwigkszonej dynamiki przebudowy
mikrotubul, ktorg zaobserwowano w linii SK-OV-3 z nadekspresja CRNDE(P). Co wigcej,
zaobserwowano synergistyczne dziatanie paklitakselu i noskapiny, skutkujace uwrazliwieniem
komorek na oba leki pomimo nadekspresji CRNDE(P). Opisany mechanizm przetamywania
opornos$ci rakow jajnika na chemioterapi¢ mogltby mie¢ znaczenie kliniczne, prowadzac do
poprawy skutecznosci leczenia.

W badaniach mikroskopowych wykazano ponadto zmienno$¢ lokalizacji komérkowej
peptydu CRNDEP w linii HeLa, ktéry w zalezno$ci od fazy cyklu przemieszcza si¢ pomigdzy
jadrem, jaderkami a centrosomami, a w warunkach stresu migruje do granul stresu. Badania
kolokalizacyjne wykonane w tej pracy potwierdzily interakcje CRNDEP z nukleoling 1
fibrylaryng (markery jaderek) oraz z centryng (marker centrosomow). Z kolei, wykrycie biatka
p54 jako potencjalnego partnera CRNDEP wydaje si¢ dowodzi¢ zaangazowania tego
mikropeptydu w  metabolizm RNA, co zdaja si¢ potwierdza¢ wyniki analiz
bioinformatycznych, sugerujace, ze peptyd CRNDEP ma zdolno$¢ wigzania czasteczek RNA.

Whioski

Dzigki badaniom opisanym w niniejszej pracy uzyskano wiele oryginalnych wynikow
poszerzajacych aktualny stan wiedzy o fizjologicznej roli produktéw ekspresji genu CRNDE,
w tym o ich zwigzku z procesem nowotworzenia. Szczegdlnie interesujace, w kontekscie
wczesniejszych badah naszego zespotu na materiale klinicznym, sa wyniki pokazujace
zalezno$¢ pomiedzy wysoka ekspresjg CRNDE(P) a wzrostem oporno$ci komorek raka jajnika



na leczenie cytostatykami zaburzajagcymi dynamike¢ mikrotubul. Ponadto praca ta dostarcza
nowych, istotnych informacji odnos$nie stymulujacego wplywu produktow ekspresji genu
CRNDE na tempo proliferacji komorek, a takze na aktywno$¢ cytoszkieletu mikrotubularnego
oraz na zdolno$¢ formowania ptytek przylegania. Omoéwione wyniki badan moga przyczynié
si¢ do lepszego poznania mechanizméw regulacyjnych, w ktére zaangazowane sg produkty
ekspresji genu CRNDE. Moze to w przyszlo$ci zaowocowaé stworzeniem mniej obcigzajacych
dla pacjentow i skuteczniejszych metod terapii molekularnej w przypadku nowotworow.



