Streszczenie

Ptaskonabtonkowe guzy krtani (LSCC) nalezg do heterogennej grupy nowotworow gtowy
i szyi (HNSCC). Pomimo rozwoju nauki, nadal brak skutecznych metod spersonalizowanego
leczenia molekularnego guzow LSCC a najczesciej stosowana terapia - laryngektomia czgsciowa
lub catkowita - znaczaco obniza komfort zycia pacjentow. Ponadto diagnoza stawiana jest zwykle
w zaawansowanym stadium choroby, co przektada si¢ na niski wspoétczynnik S-letniego przezycia
pacjentow wynoszacy ok. 50-60%. W zwigzku z tym tak istotne jest poznanie zardwno zmian
genetycznych jak réwniez epigenetycznych charakterystycznych dla ptaskonablonkowego raka
krtani. Deregulacja ekspresji protoonkogendéw i gendw supresji nowotworowej poprzez zaburzong
ekspresje mikroRNA jest jednym z mechanizméw epigenetycznych odpowiadajacym za proces
nowotworzenia.

Niniejsza rozprawa doktorska sktadajaca si¢ z cyklu trzech publikacji miata na celu
poszerzenie wiedzy na temat roli mikroRNA w patogenezie LSCC poprzez identyfikacje
potencjalnie onkogennych mikroRNA.

Pierwszym etapem bylo zestawienie dotychczasowego stanu wiedzy o deregulowanych
czasteczkach mikroRNA w roznych typach HNSCC, w tym takze w LSCC. Podsumowanie
zebranych danych jednoznacznie pokazato, iz guzy HNSCC charakteryzuja si¢ zmienionym
poziomem  ekspresji mikroRNA w odniesieniu do kontroli nienowotworowych.
Ponadto, podkreslono fakt, ze kazdy z podtypow HNSCC posiada swoj unikalny profil ekspresji
mikroRNA, co przektada sie na konieczno$¢ prowadzenia badan w obrgbie nowotwordéw
pochodzacych z poszczegdlnych lokalizacji. Zwrdcono rowniez uwage, iz czasteczki mikroRNA,
sg istotnymi regulatorami procesdw kluczowych dla przezycia komdrki nowotworowej i co za tym
idzie maja szanse stac si¢ celami nowych terapii antynowotworowych.

Nastepnie majac na uwadze wnioski z pracy przegladowej, ze kazdy z podtypow HNSCC
charakteryzuje si¢ swoistymi zmianami poziomu ekspresji mikroRNA, stworzono profile ekspresji
mikroRNA LSCC oraz nienowotworowych kontrolach. Pozwolito to na wyodrebnienie
potencjalnych onkogennych mikroRNA, wczesniej nieopisywanych w kontekscie raka krtani,
a mianowicie hsa-miR-1290, hsa-miR-1246 i hsa-miR-4317. Weryfikacja otrzymanych wynikow
w niezaleznej grupie guzéw i kontrolach nienowotworowych potwierdzita nadekspresje

hsa-miR-1290 w LSCC. W celu ustalenia biologicznej roli hsa-miR-1290 wytypowano geny



posiadajace miejsce wigzania tego mikroRNA w swojej sekwencji 3°’UTR, ktére jednoczesnie
charakteryzowaty si¢ obnizong ekspresja w liniach komdrkowych LSCC. Do dalszych badan
wybrano geny MAF oraz ITPR2, ze wzgledu na ich powtarzajaca si¢ obnizong ekspresje w grupie
20 guzow LSCC jak réwniez opisywana rolg, jako regulatory apoptozy. Nastepnie dzieki analizom
funkcjonalnym wykazano znaczacy wzrost ekspresji biatka MAF po zablokowaniu aktywnosci
hsa-miR-1290 w liniach komoérkowych LSCC przy uzyciu inhibitora mikroRNA.

Kolejny etap miat na celu szersze wyjasnienie zaleznosci miedzy hsa-miR-1290 a MAF
oraz ich znaczeniem w LSCC. Przeprowadzone analizy pozwolity potwierdzi¢ bezposrednie
oddzialywanie hsa-miR-1290 z sekwencja 3’UTR drugiego wariantu genu MAF NM 001031804,
wskutek czego obserwowana w LSCC nadekspresja badanego mikroRNA bezposrednio wycisza
ekspresje MAF. Ponadto opierajac sie na uzyskanych wynikach badania immunohistochemicznego
wykazano, iz u 51% pacjentow z LSCC MAF zlokalizowany jest jedynie w cytoplazmie,
a u 6% calkowity brak bialka MAF. Jako, ze MAF pelni rolg¢ czynnika transkrypcyjnego,
jego obecnos¢ w nienowotworowych komoérkach nabtonka plaskiego obserwuje sie zaréwno
w jadrze jak i cytoplazmie. Pozwala to wnioskowaé, iz nawet, jesli biatko MAF, jest obecne
w komérkach LSCC to jego aktywnos¢ nie jest prawidtowa. W celu wykazania jego funkcji
w LSCC, poszukiwano gendéw majacych motyw wigzania MAF w sekwencji regionu okoto
promotorowego oraz charakteryzujacych si¢ obnizong ekspresja w liniach komérkowych LSCC.
Dzigki temu wytypowano gen PRODH, ktéry wedlug wynikdw analizy GO oraz danych
literaturowych zaangazowany jest w regulacje apoptozy. Nastepnie wykazano, ze wzmocnienie
nadekspresji hsa-miR-1290 w komérkach LSCC za pomocag wektora ekspresyjnego skutkuje
obnizeniem ekspresji MAF, co w konsekwencji przektada sie na spadek ekspresji PRODH.

Podsumowujac, niniejsza rozprawa doktorska wpisuje sie¢ w nurt badan nad rolg mikroRNA
w LSCC. Profile ekspresji uzyskane w jednorodnej grupie guzow krtani pozwolity wylonic¢
wczesniej nieopisywany w LSCC hsa-miR-1290. Ponadto, przeprowadzone badania pozwolity
opisa¢ os$ zaleznosci miedzy hsa-miR-1290 a MAF i PRODH, ktéra moze mie¢ znaczenie

w regulacji apoptozy w ptaskonabtonkowym raku krtani.



