STRESZCZENIE

Chtoniaki skorne T-komoérkowe (ang. cutenous T-cell lymphoma (CTCL)) to duza,
heterogenna grupa nowotworéw  zto§liwych  charakteryzujagca si¢  nieprawidlowym
nagromadzeniem ztosliwych komoérek T w skorze. Sposrod wielu podtypow CTCL, dwoma
najczestszymi wariantami klinicznymi sg Zespot Sézary'ego (ang. Sézary Syndrome (SS)) i
ziarniniak grzybiasty (ang. mycosis fungoides (MF)). Pomimo wielu badan, ktore wykazaly duza
réznorodno$¢ aberracji chromosomalnych 1 mutacji genowych, przyczyna SS pozostaje
niezidentyfikowana. W CTCL odnotowano wiele zmian genetycznych i rozregulowanie szlakow
sygnalowych, jednak doktadny mechanizm molekularny patogenezy jest nadal nieznany. Z
powodu braku dostepnego markera diagnostycznego i roznorodnego obrazu klinicznego choroby,
rozpoznanie CTCL jest trudne, co skutkuje $rednio 6-letnim czasem diagnozy. Co wigcej, do tej
pory nie wynaleziono skutecznej terapii przeciwko CTCL, a leczenie koncentruje si¢ gldwnie na
tagodzeniu objawow i op6znianiu postepdéw choroby. W zwigzku z tym istnieje potrzeba dalszych
intensywnych badan nie tylko w celu zrozumienia biologii tego chtoniaka, ale takze znalezienia
potencjalnego markera diagnostycznego, czy wprowadzenia nowych strategii terapeutycznych. Na
podstawie wlasnych badan wykazano ektopowa ekspresje genu kodujacego biatko transbtonowe
244 (ang. transmembrane protein gene 244, (TMEM244)) u wszystkich pacjentéw z SS, liniach
komorkowych pochodzacych z SS oraz w mniejszym stopniu, w MF 1 w czg$ci chtoniakow z
komorek T, ale nie w nowotworach z komoérek B oraz komodrkach jednojadrzastych krwi
obwodowej (ang. peripheral blood mononuclear cells (PBMC)) zdrowych os6b. W zwiazku z tym,
celem niniejszej rozprawy doktorskiej byto scharakteryzowanie mechanizméw zwigzanych z
ekspresja i funkcjg genu TMEM?244 w biologii CTCL w celu lepszego zrozumienie tej choroby.

Pierwszym zagadnieniem podjetym w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej byta
identyfikacja mechanizmu odpowiedzialnego za aktywacj¢ genu TMEM?244. Dane literaturowe
wskazuja, ze deregulacja epigenetyczna odgrywa wazng role w rozwoju i progresji SS, w zwigzku
z tym, ze komoérki SS charakteryzujg si¢ licznymi zmianami w metylacji DNA. Przedstawione
wyniki wykazaty ujemng korelacj¢ migdzy ekspresja genu TMEM?244, a metylacja DNA jego
regionu promotorowego w probkach pozyskanych od pacjentow oraz w liniach komérkowych z
limfocytow T. Ponadto za pomocg systemu edycji epigenomu CRISPR-dCas9 wykazano, ze
demetylacja wybranych wysp CpG w regionie promotorowym TMEM?244 aktywuje jego ekspresj¢
w badanych liniach komérkowych, co sugeruje, ze metylacja jest mechanizmem odpowiedzialnym
za regulacje jego ekspresji.

Biorage pod uwage indukcje ekspresji genu TMEM244 u pacjentéw z CTCL oraz fakt, ze
rola genu TMEM244 nie zostala jak dotad zbadana, celem drugiej czgéci badan byto
zidentyfikowanie funkcji i potencjatu kodujacy genu TMEM?244. Za pomocy testu kompetycji
wzrostu komorek z biatkiem zielonej fluorescencji (ang. green fluorescent protein (GFP))
wykazano, ze ekspresja genu TMEM?244 jest niezbedna do wzrostu komorek w liniach z tej grupy
chloniakow, co pokazuje zasadno$¢ uznania go za nowy potencjalny cel terapeutyczny w leczeniu
CTCL. Ponadto, stosujac qRT-PCR poprzedzony frakcjonowaniem RNA, a takze fluorescencyjna
hybrydyzacj¢ in situ (ang. fluorescent in situ hybridization (FISH)), potwierdzono
cytoplazmatyczng lokalizacj¢ transkryptu genu TMEM244. Pomimo, ze transkrypt genu TMEM244
zlokalizowany jest w cytoplazmie, przy pomocy metody Western Blot wykazano, ze nie koduje on
biatka, ale jest raczej dlugim niekodujagcym RNA (ang. long non-coding RNA (IncRNA)), ktérego
doktadna funkcja wciagz pozostaje do ustalenia.



W trzeciej czgsci prowadzonych badan postanowiono sprawdzi¢ ekspresj¢ TMEM244 w
subpopulacjach krwi zdrowych os6b oraz ustali¢, czy ekspresja tego genu moze stuzy¢ jako tatwe
narzedzie diagnostyczne dla SS. Za pomocg cytometrii przeptywowej i QqRT-PCR w prawidtowych
komoérkach PBMC zaobserwowano wyzsza ekspresje TMEM244 zar6wno w podgrupach CD4+,
jak 1 CD8+ komorek pamigci (CD4RO+), co jest zgodne z immunofenotypem komoérek Sezary'ego.
Dodatkowo, jak wykazano stosujac qRT-PCR, ekspresja TMEM244 zar6wno w limfocytach T
CD4+, jak i w catej populacji PBMC pacjentéw z SS, moze by¢ wykorzystana do odrdznienia SS
od chorob o podobnym obrazie klinicznym, jak MF i erytrodermii nienowotworowej, a w
rezultacie znaczaco poprawi¢ diagnostyke tej jednostki chorobowe;.

Podsumowujac, przeprowadzone badania wykazaly, ze metylacia DNA jest
odpowiedzialna za regulacje ekspresji genu TMEM?244. Co wigcej, udowodniono, ze ekspresja
genu TMEM244 ma wptyw na wzrost komoérek CTCL, a gen ten pomimo swojej adnotacji nie
koduje biatka, lecz jest prawdopodobnie dtugim niekodujacych RNA. Badania eksperymentalne
pozwolily wykaza¢, ze analiza ekspresji genu TMEM244 moze by¢ wykorzystana jako fatwy i tani
marker diagnostyczny z krwi shuzacy do odroznienia SS od choréb o podobnym obrazie
klinicznym. Dodatkowo na podstawie dostgpnej literatury usystematyzowano aktualny stan wiedzy
na temat heterogennos$ci komorek nowotworowych w tej grupie chtoniakow.



