Zmiennos$¢ genetyczna podjednostki katalitycznej telomerazy
TERT w kontekscie jej ekspresji i dlugosci telomerow w modelu
komoérkowym in vitro oraz u pacjentow z chorobami

nowotworowymi

STRESZCZENIE

Telomeraza to polimeraza DNA zaangazowana w utrzymanie dtugosci telomeréw, proliferacje
komoérek macierzystych i nowotworowych, apoptoze czy odnowe¢ uszkodzonych tkanek.
Komorki linii ptciowej, krypty jelitowe, hepatocyty, komorki macierzyste, aktywowane
limfocyty T i B oraz komorki zarodkowe charakteryzujg si¢ staltym wysokim poziomem
aktywno$ci telomerazy, natomiast nie identyfikuje si¢ ekspresji tego enzymu w komorkach
somatycznych. Cechg wigkszosci komorek nowotworowych jest aktywacja telomerazy, ktora
umozliwia im osiggnigcie stanu nieograniczonej proliferacji. Telomeraza jest holoenzymem
0 wlasciwos$ciach odwrotnej transkryptazy, ktorej integralnym sktadnikiem jest matryca RNA
(ang. telomerase RNA component; TERC), podjednostka katalityczna telomerazy
(ang. telomerase reverse transcriptase; TERT) oraz kompleks szeSciu biatek nazywanych
szelteryng (ang. shelterin). Podstawowym zadaniem telomerazy jest wydtuzanie koncow
3' chromosoméw poprzez dodawanie powtarzajacej si¢ sekwencji sze$ciu nukleotydow
(5-TTAGGG-3)n, ktore tworza odcinki nazywane telomerami. Chromosomy pozbawione
telomerow moga laczy¢ si¢ ze soba w nieprawidlowy 1 niekontrolowany sposob,
co w konsekwencji przektada si¢ na niestabilno$¢ genomowag i1 pojawienie si¢ zmian
w kariotypie. Enzym ten petni tez szereg funkcji niekanonicznych, wsrod ktorych nalezy
wymieni¢ m.in.: kontrol¢ proceséw metabolicznych, epigenetyczng regulacje struktury
chromatyny, udziat w szlakach odpowiedzi na stres i1 szlakach sygnatowych. Chociaz wydaje
si¢, ze wzrost aktywnos$ci telomerazy nie jest niezbedny w inicjacji rozwoju nowotworu,
pewnym jest jednak, ze stymuluje on progresj¢ i ekspansj¢ komorek onkogennych poprzez
utrzymanie dhlugosci telomerdw powyzej krytycznej liczby powtorzen, zapobiegajac

w ten sposob inicjacji procesow starzenia si¢ lub §mierci.



Gen TERT zlokalizowany jest na krotszym ramieniu chromosomu 5 (5p15.33) 1 sklada si¢
z 15 introndw, 16 eksondw oraz rdzenia promotorowego o diugosci 260 pz.
Do najczgsciej wystepujacych zmian genetycznych mozemy zaliczy¢ mutacje somatyczne
i zmiany zwigzane z wystepowaniem polimorfizmow pojedynczych nukleotydow (ang. single
nucleotide polymorphisms; SNPs). Wséréd mutacji obszaru promotorowego TERT (TERTp)
wyrozniamy dwie zlokalizowane w odlegtosci -124 pz (C228T) i -146 pz (C250T) od miejsca
startu transkrypcji. Wystepowanie tych wariantow skutkuje utworzeniem fragmentu
nukleotydowego o dlugosci 11 pz, ktory stanowi nowy motyw wigzania dla czynnikow

transkrypcyjnych z rodziny ETS (ang. E-twenty-six (ETS) transcription factors).

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byto: 1) oznaczenie i pordwnanie wystgpowania mutacji
somatycznych TERTp, aktywno$ci telomerazy, dtugosci telomerow i ekspresji TERT w liniach
komodrkowych reprezentujacych nowotwory hematologiczne, guzy lite oraz linie prawidtowe
hodowane in vitro; 2) okreslenie zalezno$ci pomigdzy wariantami genetycznymi TERT
a dlugoscia telomerow w kontekscie parametréw klinicznych u pacjentow z ostra biataczka
szpikowa (ang. acute myeloid leukaemia; AML), przewlekla biataczkg limfocytowa
(ang. chronic lymphocytic leukemia; CLL) oraz rakiem gruczolu sutkowego; 3) zbadanie
zalezno$ci pomiedzy zmiennoscig genetyczng TERT a ekspresja genow MYC, SP1, TP53
w materiale z krwi kobiet z rakiem gruczotu piersiowego oraz w komorkach wyprowadzonych
z tkanki nowotworowej — organoidach; 4) wykazanie roli zmiennosci genetycznej i ekspres;ji
genu TERT oraz dlugosci telomerdw jako potencjalnych biomarkeréw wybranych nowotworéw

hematologicznych i guzéw litych.

Wiyniki badan zostaty przedstawione w czterech kolejnych publikacjach naukowych, w ktorych
poruszone zostaty zagadnienia zwigzane z regulacja poziomu ekspresji genu TERT, dtugosci
telomerow i aktywnosci telomerazy w modelu komorkowym in vitro i u pacjentéw z chorobami
hematologicznymi linii mieloidalnej i limfoidalnej, jak réwniez u pacjentek z rakiem piersi

oraz komorkach wyizolowanych z guzow raka gruczotu piersiowego - organoidach.

W pierwszej publikacji z wykorzystaniem panelu 27 linii komorkowych hodowanych in vitro
przeanalizowano wystgpowanie dwoch mutacji TERTp: C228T i C250T. Powyzsze mutacje
zidentyfikowano w 5 liniach komérkowych nowotworow litych (ang. solid tumours): glejaku,
raku naskoérka, czerniaku, raku pecherza moczowego 1 raku gruczotu sutkowego.
Linie komorkowe z obecng mutacjg TERTp cechowaty si¢ krotszymi telomerami oraz liniowym

wzrostem ekspresji TERT skorelowanym ze wzrostem aktywnosci telomerazy.



Wykazano réwniez, ze hematologiczne linie komoérkowe, w ktérych nie stwierdzono
wystepowania mutacji, charakteryzowatly si¢ najwyzsza ekspresja TERT w porownaniu do linii
guzow litych i linii prawidlowych, oraz wystepowaniem zalezno$ci pomigdzy ekspresja TERT

a dlugoscia telomerdw.

U pacjentow z chorobami hematologicznymi, ostrg biataczka szpikowa (AML) i przewlekly
biataczkg limfocytowg (CLL) obserwowano krotsze telomery w poréwnaniu do grupy osob
zdrowych. Chorzy z AML w wieku powyzej 61 lat charakteryzowali si¢ dtuzszymi telomerami

w poréwnaniu do mlodszych pacjentow.

Analizy calkowitego przezycia (ang. overall survival) wykazaty, ze pacjenci z genotypem CC
TERTp rs2853669 cechowali si¢ krotszym przezyciem niz pacjenci z allelem T.
Chorzy z AML ponizej 61 r.z., u ktérych stwierdzono wystgpowanie mutacji w genie kinazy
tyrozynowej (FLT3) wyrdzniali si¢ krotszymi telomerami oraz gorszym przezyciem
calkowitym w porownaniu do pacjentow bez tej mutacji. Pacjenci z AML, u ktorych wykazano
obecnos¢ mutacji w genie kodujacym nukleofosmine 1 (NPM1) i brak mutacji w FLT3-ITD

mieli dhluzsze telomery niz pacjenci z mutacja w FLT3 i bez mutacji w NPM1.

W grupie pacjentow z CLL z mniej zaawansowanym stadium choroby (0—I wg. kryterium Rai)
udokumentowano wystepowanie dtuzszych telomerow niz w grupie chorych z zaawansowang
postacig choroby (II-IV). Ponadto, wsérdéd pacjentow z CLL posiadajacych allel C TERT
rs2736100 (intron 2) telomery byly dluzsze w mniej zaawansowanym stadium CLL
wg. kryterium Binet A oraz wg. Rai 0-1 w poroéwnaniu do chorych w stadium, odpowiednio
Binet B-C oraz Rai II-IV.

W Kolejnej pracy przeprowadzono badania dotyczace zmienno$ci genetycznej TERT, dtugosci
telomerow i ekspresji panelu genéw: TERT, MYC, SP1, TP53 w grupie kobiet z nowotworem
gruczotu piersiowego oraz w organoidach - materiale pochodzacym z hodowli in vitro komorek

wyizolowanych z fragmentu guza gruczotu piersiowego.

Analiza wykazata wystepowanie korelacji pomiedzy ekspresja TERT i TP53 oraz SP1 i MYC
w organoidach. Badana grupa pacjentek charakteryzowala si¢ zaleznoscig pomig¢dzy ekspresja
genow TERT i MYC oraz TP53 i MYC. Dalsza cze$¢ badan dotyczyta zmiennos$ci genetycznej
TERT w kontekscie dlugosci telomerow i parametrow klinicznych. Pacjentki z allelem A TERT
rs10069690 (intron 4) oraz genotypem GG TERT rs2736100 miaty dtuzsze telomery niz kobiety
z innymi wariatami genetycznymi. U chorych z allelem T TERT rs2736100 i C TERTp

identyfikowano bardziej inwazyjne guzy (ustalone na podstawie badan histopatologicznych)



niz u kobiet z genotypem GG TERT rs2736100 i TT TERTp rs2735940. Ponadto pacjentki
zallelem A TERT rs10069690 miaty rzadziej amplifikacje genu receptora ludzkiego
naskorkowego czynnika wzrostu - HER2 (ang. human epidermal growth factor receptor 2).
Analiza polimorfizmu zmiennej liczby powtorzen tandemowych VNTR-MNS16A
(ang. variable number tandem repeats) wykazata, ze u kobiet z VNTR-234 wystepowaly mnie;j

inwazyjne nowotwory niz u chorych z pozostatymi genotypami MNS16A.

Cykl publikacji zamyka praca pogladowa na temat regulacji oraz roli genu TERT w rozwoju

NOWOtworow.

Wyniki badan opisanych w powyzszych publikacjach potwierdzity znaczenie zmiennoSci
polimorficznej genu TERT oraz dlugosci telomeréow w patogenezie przewleklej biataczki
limfocytowej, ostrej bialaczki szpikowej i raka gruczotu sutkowego. Badania sugeruja,
ze roznice w dlugosci telomerow, obecnos$¢ okreslonych mutacji i polimorfizméw w genie
TERT oraz ekspresja TERT moga by¢ potencjalnymi biomarkerami w nowotworach uktadu

krwiotworczego 1 raku gruczotu sutkowego.



