STRESZCZENIE

Chtoniaki nieziarnicze (ang. non-Hodgkin lymphoma; NHL) to wysoce heterogenna grupa
nowotwordow krwi. Szybka diagnoza i zastosowanie odpowiedniego leczenia moze zapewnié 5-letnie
przezycie nawet do 90%, ale rdzni sie ono znacznie w zaleznosci od typu NHL i stopnia zaawansowania
choroby. Ztozony proces rozwoju i rdznicowania sprawia, ze limfocyty B sg szczegdlnie podatne na
aberracje genetyczne. Locus genu tancucha ciezkiego przeciwciat (ang. immunogobulin heavy chain,
IGH) podlega rekombinacji VDJ, hipermutacji somatycznej i rekombinacji prowadzacej do przetgczania
klas immunoglobulin, ktore sg niezbedne do powstania szerokiego spektrum przeciwciat o wysokim
powinowactwie. Ekspresja z locus IGH jest kontrolowana przez jego sekwencje wzmacniajace: Ep oraz
regiony regulatorowe 3’RR1 i 3’'RR2. Przebudowa locus IGH obejmuje pekniecia podwdjnej nici DNA,
ktore stwarzajg zagrozenie powstania nieprawidtowych rearanzacji. Rzeczywiscie, cechg
charakterystyczng NHL sg translokacje, w wyniku ktérych onkogeny przenoszone sg w poblize sekwencji
wzmacniajacych transkrypcje (enhanceréw) IGH. Chtoniak rozlany z duzych komodrek B (ang. diffuse
large B-cell lymphoma; DLBCL) jest najczesciej rozpoznawanym podtypem NHL i czesto charakteryzuje
sie obecnoscig t(14;18)(g32;921) IGH/BCL2 zestawiajgc regulator apoptozy — BCL2 — z sekwencjami
wzmacniajacymi ekspresje /IGH. Chtoniak Burkitta (ang. Burkitt lymphoma; BL) nalezy do szybko
proliferujgcych NHL. Jest to rzadszy podtyp, w wiekszosci przypadkow powigzany z t(8;14)(q24.1;q32)
MYC/IGH. Podobnie jak w przypadku DLBCL, w BL MYC jest zestawiany z sekwencjami wzmacniajgcymi
IGH, co prowadzi do jego zwiekszonej ekspresji. MYC jest czynnikiem transkrypcyjnym zaangazowanym
w kontrole kilku proceséw komdrkowych, takich jak wzrost, proliferacja i apoptoza. Deregulacja
onkogenu przez sekwencje wzmacniajgce IGH jest wczesnym zdarzeniem patogennym, ktére
nakierowuje komdrke B na droge transformacji nowotworowej. Przezycie i proliferacja komadrek
chtoniakow czesto zalezy od ekspresji translokowanego onkogenu. Pomimo szerokiej wiedzy na temat
roli sekwencji wzmacniajgcych transkrypcje IGH w normalnych komérkach B, nasze obecne rozumienie

ich funkcjonowania w chtoniakach B-komaorkowych jest ograniczone.

Badania podjete w tej rozprawie doktorskiej poszerzajg wiedze na temat roli sekwencji
wzmacniajgcych ekspresje IGH w NHL. W artykule przegladowym Enhancing B-Cell Malighancies—On
Repurposing Enhancer Activity towards Cancer (Kasprzyk ME, Sura W, Dzikiewicz-Krawczyk A, 2021)
opisatam, w jaki sposdb sekwencje wzmacniajgce transkrypcje mogg by¢ zaangaizowane w
powstawanie nowotworow z komodrek B. Szczegdlnie skupitam sie na enhancerach genu IGH,
przedstawiajgc podsumowanie aktualnych doniesien literaturowych na temat ich roli w normalnym

rozwoju komérek B i w komadrkach chtoniakdw. Na podstawie dostepnej wiedzy opisatam interakcje



pomiedzy Eu i 3’RR oraz wymienitam modele mysie wykorzystane w badaniach. W artykule
oryginalnym CRISPRi screen identifies core regions in IGH enhancers essential for non-Hodgkin
lymphoma cells survival (Kasprzyk ME i in., w przygotowaniu) potwierdzitam wyniki uzyskane za
pomocy naszego badania przesiewowego CRISPR/Cas9 ukierunkowanego na sekwencje wzmacniajgce
transkrypcje genu IGH w BL i DLBCL. Badanie przesiewowe CRISPRi pozwolito na identyfikacje
precyzyjnych regiondw w Ep i 3'RR, ktdre sg niezbedne do przezycia komérek NHL. Wykazatam, ze
inhibicja tych istotnych regionéw w sekwencjach wzmacniajgcych IGH obniza proliferacje komaérek
chtoniaka i zmniejsza ekspresje translokowanych onkogendéw. W BL udato mi sie cze$ciowo odwrdcic
obserwowany fenotyp przez nadekspresje MYC. Ponadto wykazatam, ze zablokowanie regionu
istotnego dla Ep prowadzi do utraty receptora komérek B (BCR) na powierzchni komadrek, ktory jest
istotny dla funkcjonowania i przezywalnosci limfocytéw B. Przeprowadzitam rdwniez
sekwencjonowanie RNA (RNA-Seq) pochodzgcego z frakcji chromatynowej i potwierdzitam aktywng
transkrypcje z sekwencji wzmacniajgcych IGH i z ich istotnych regionéw. Potwierdzitam ekspresje
enhancerowych RNA (eRNA) z istotnych regiondw sekwencji wzmacniajgcych IGH w szerokim panelu
chtoniakdw z komodrek B, a takze w prdébkach pochodzacych od pacjentow. W drugim artykule
oryginalnym 7-[[(4-methyl-2-pyridinyl)amino](2-pyridinyl)methyl]-8-quinolinol (compound 30666)
inhibits enhancer activity and reduces B-cell ymphoma growth — A question of specificity (Kasprzyk
ME i in., 2021) przetestowatam zwigzek 30666, zaproponowany niedawno jako specyficzny inhibitor
sekwencji wzmacniajgcych genu IGH. Moje badania wykazaty, ze zwigzek 30666 rzeczywiscie zmienia
aktywnos$¢ enhancerow genu IGH, na co wskazuje obnizona ekspresja translokowanych onkogendw,
zréznicowana ekspresja eRNA i globalne zmiany poziomu modyfikacji histonéw specyficznych dla
enhanceréw. Chociaz zwigzek 30666 negatywnie wptywat na przezywalno$¢ komoérek, wykazatam, ze

efekt ten nie byt ograniczony tylko do chtoniakéw B-komdrkowych.



