Streszczenie

Telomeraza jest kompleksem rybonukleoproteinowym o aktywnosci odwrotnej
transkryptazy, ktéry Kkatalizuje wydluzanie telomerowych zakonczen chromosomow.
Aktywno$é tego enzymu jest niewykrywalna w wickszos¢ ludzkich komérek somatycznych
ze wzgledu na represje transkrypcyjng jej katalitycznej podjednostki hTERT (ang. Auman
telomerase reverse transcriptase) podczas wezesnego rozwoju zarodkowego. W ponad 90%
nowotworéw podjednostka hTERT ulega nadekspresji, a jej aktywacja jest podstawowym
etapem kancerogenezy. Ponadto, istnieje coraz wiecej dowodéw na istnienie
niekanonicznych, poza-telomerowych funkcji  podjednostki hTERT w  komorkach
nowotworowych. Przypuszczalnie, niektdre z nich sa zwigzane z modyfikacjami opornosci na
leki, potencjalu proliferacinego i zdolnosci adhezyjnych, co promuje inwazyjny wzrost
i przezycie komérek nowotworowych. Najnowsze dane literaturowe ujawniajg jej onkogenny
charakter, ktéry obejmuje zaangazowanie w proces naprawy uszkodzen DNA, funkcje
mitochondriéw, transkrypcje genéw, mechanizm przerzutowania itp. Taka charakterystyka
powoduje, ze telomeraza jest postrzegana jako wazny i stosunkowo specyficzny marker
komorek nowotworowych.

Celem niniejszej pracy doktorskiej byta identyfikacja mechanizméw uwrazliwienia
nowotwordw na terapie przeciwnowotworowg i modyfikacji zdolnosci migracyjnych poprzez
obnizenie ekspresji i aktywno$ci telomerazy w modelu raka piersi. Badania obejmowaty
wykorzystanie interferencji RNA skierowanej przeciwko hTERT w celu modulacji opornosei
na leki, proliferacji i potencjatu adhezyjnego w liniach komoérkowych MCF7 i MDA-MB-231.
Komoérki poddano transdukcji wektorem lentiwirusowym zawierajacym shRNA hTERT,
a jako modelowy $rodek przeciwnowotworowy wybrano doksorubicyneg.

Pierwszy etap obejmowal stworzenie stabilnego i wydajnego protokotu transdukeji.
Natomiast model eksperymentalny zostal wybrany na podstawie badan wstepnych
irozleglych danych literaturowych, potwierdzajacych podwyzszona ekspresje i aktywnos¢
telomerazy w komorkach raka piersi. Efektywnos¢ systemu wyciszajacego hTERT oceniono
na poziomie transkryptu i biatka. Dodatkowo spadek aktywnosci telomerazy sprawdzono za
pomoca testu TRAP. Badanie wykazato, ze obnizenie poziomu hTERT przy wykorzystaniu
sytemu lentiwirusowego wywotato wyrazne obnizenie przezywalnosci komorek raka piersi.
Ponadto, wyniki MTT 1i testu klonogennos$ci wykazaly réwniez, ze zredukowana aktywnos¢

telomerazy doprowadzita do uwrazliwienia komoérek na doksorubicyne.



W nastepnym etapie aby zidentyfikowaé wplyw na potencjal proliferacyjny
w komodrkach raka piersi, przeprowadzono dlugoterminowsg ocene czasu podwojenia.
Zaobserwowano znaczne zmnigjszenie potencjalu proliferacyjnego komoérek obu linii.
Komoérki MCF7 utracity zdolno$¢ do przezycia po 9 tygodniach od procesu transdukeji,
akomodrki MDA-MB-231 wykazaly wydluzony czas podwojenia, ale ich potencjat
podzialowy zostal podtrzymany. Przeprowadzono analize cyklu komdrkowego za pomoca
cytometrii przeptywowej, aby wyjasni¢ te rozbieznosci miedzy wykorzystanymi liniami
komorkowymi. Dane wykazaty wzrost odsetka komorek linii MCF7 w populacji GO/G1
1spadek w fazie S/G2. W przypadku komérek linii MDA-MB-231 zaobserwowano wzrost
frakcji komoérek martwych. Dodatkowo w obu przypadkach poziom markera proliferacji,
bialka Ki-67 ulegt obnizeniu. Efektowi temu towarzyszyt znaczny spadek zdolnosci do
adhezji 1 migracji (badanych za pomoca testow funkcjonalnych), a takze zmiany
w odpowiednich szlakach przekazywania sygnatu. Przejawiato si¢ to znacznym spadkiem
w poziomach poszczegdlnych bialek (Bl-integryny, paksyliny, c-Src, FAK) wraz ze
zmniejszeniem ich fosforylacji.

Ostatni etap obejmowal identyfikacje, typu $mierci koméorkowej. W komorkach linii
MCF7 odnotowano akumulacje B-galaktozydazy, tj. gtéwnego markera starzenia wraz ze
wzrostem poziomu biatka p21. Dodatkowo w komoérkach MDA-MB-231 aktywacji ulegt
proces autofagii. Odnotowano podwyzszony poziom markerow tego procesu tj. AtgS,
bekliny-1, LC3 I1/ LC3 I oraz znaczny spadek biatka p62.

Wiyniki te dostarczaja nowych dowodéw na poparcie niekanonicznej funkcji hTERT.
Ostatnie badania wykazaty, ze w komodrkach pozbawionych ekspresji tej podjednostki doszto
do zasadniczych zmian w obrebie zmniejszonej ruchliwosei i onkogennosci. Korelacja ta
pozostaje jednak niewyjasniona. Obecnie jest to nadal nowa koncepcja i do tej pory tylko
kilka pozycji literaturowych podjeto te tematyke. Uzyskane wyniki powinny przyczynié sie
do zrozumienia roli telomerazy w nowotworach i zwiekszenia skutecznosci eliminacji
komorek nowotworowych, szczegolnie tych wykazujacych oporno$é na stosowang terapie,
czy O znacznym stopniu agresywnosci. Zbadanie sposobu zaangazowania podjednostki
hTERT w regulacje procesow adhezji i migracji moze stanowi¢ obiecujgcy fundament dla
rozwoju bardziej efektywnych terapii przeciwnowotworowych celujacych, réwniez

w mechanizm przerzutowania.
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