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STRESZCZENIE

Zroznicowane raki tarczycy (ang. differentiated thyroid cancers, DTC) s3 nowotworami uktadu
endokrynnego wykazujacymi silne, lecz stabo poznane uwarunkowania genetyczne.
Calogenomowe badania asocjacyjne wykazaty obecnos¢ kilku miejsc w genomie zwigzanych
ze zwigkszong zachorowalno$cia na DTC. Wzglednie silne asocjacje wykazano dla wariantow
germinalnych zlokalizowanych w Disrupted in Renal Carcinoma 3 (DIRC3), stabo
scharakteryzowanym genie, ktorego produktem jest diugie niekodujace RNA (ang. long
non-coding RNA). W niniejszej pracy doktorskiej po raz pierwszy na §wiecie zweryfikowatem
rol¢ DIRC3 w patogenezie raka tarczycy. Wykorzystujac materiat pozyskany od pacjentow i
dane bioinformatyczne wykazatem, ze DIRC3 ulega istotnemu wyciszeniu w DTC. Uzyskane
dane wskazuja takze, ze zmiany w ekspresji DIRC3 w DTC mogg wptywac na ryzyko wznowy
choroby. DIRC3 wykazat silng ko-ekspresj¢ z insulin-like growth factor binding protein 5
(IGFBP5), pobliskim genem regulujacym odpowiedz komorki na insulinopodobny czynnik
wzrostu 1 (IGF-1). Uzywajac zréznicowanych technik badawczych in vitro pokazatem, ze
transkrypty DIRC3 lokalizuja si¢ glownie w jadrach komorkowych, gdzie moga regulowac
ekspresje IGFBP5. Wyciszenie DIRC3 w liniach komorkowych raka tarczycy spowodowato
dwojaki fenotyp: z jednej strony zwigkszato zdolnos¢ komoérek do migracji i inwazyjnosci,
hamowato apoptoz¢ wywotang glodzeniem, ale z drugiej strony zmniejszato zdolno$¢ do
redukcji MTT w badanych punktach czasowych (test posrednio oceniajagcym wzrost liczby
zywotnych komorek). Transfekcja komorek plazmidem powodujacym zwigkszong ekspresje
IGFBP5 wywolata ograniczenie pro-migracyjnego dzialania obserwowanego w warunkach
wyciszania DIRC3, lecz nie wptyneta na wyniki testow MTT. Profilowanie transkryptomu
komorek raka tarczycy podlegajacych wyciszaniu DIRC3 lub IGFBP5 wskazalo istotng
wspoétzaleznos¢ tych dwoch genow. Analiza ontologii genow (GO) ujawnita, ze pod wptywem
wyciszenia DIRC3 istotnej zmianie ekspresji podlegaja geny zaangazowane w regulacje
potencjatu migracyjnego komorek. Wykazatem réwniez, ze zmniejszenie ekspresji DIRC3
uwrazliwia komorki nowotworowe na dzialanie IGF-1, co w konsekwencji aktywuje

onkogenny szlak przekazywania sygnatow zwigzany z biatkiem AKT. Wynik ten jest zgodny



z wczesniej poznang funkcja biatka IGFBP5. Doswiadczenia wykorzystujace mechanizmy
CRISPR activation (CRISPRa) pozwolity na zwickszenie ekspresji DIRC3 w liniach
komoérkowych. Cho¢ nie wptyneto to na ekspresje IGFBP5, CRISPRa wywotal wzrost liczby
zywotnych komoérek w tescie MTT. W ostaniem etapie projektu wykorzystatem CRISPR/Cas9
do edycji rs11693806, jednego z najwazniejszych wariantow germinalnych determinujgcych
ryzyko zachorowania na DTC. Wytworzytem z heterozygotycznej linii komoérkowej raka
tarczycy (rs11693806[C/G]) izogeniczne klony komodrkowe wykazujace homozygotycznosé
(rs11693806[G/G]) lub delecje allelu rs11693806[C]. Edycja ta w obu przypadkach
spowodowata zmniejszenie ekspresji DIRC3 oraz IGFBP5. Co wigcej, powyzsze modyfikacje
genetyczne indukowaly fenotyp komérkowy podobny do tego, ktéry byt wywotywany przez
wyciszanie DIRC3 (w tym efekt pro-migracyjny). Potwierdzitem rowniez, ze modyfikacja
wariantu rs11693806 powoduje w komorkach globalne zmiany transktyptomu, w tym zmiany

ekspresji wielu gendow uczestniczacych w procesach kancerogenezy.

Podsumowujac, wyniki uzyskane podczas przygotowywania niniejszej rozprawy
doktorskiej wskazuja na to, ze DIRC3 jest funkcjonalnie zaangazowany w biologi¢ raka
tarczycy. Zmniejszenie ekspresji DIRC3 wzmaga inwazyjno$¢ komorek, ale z drugiej strony
moze ograniczy¢ Wzrost ich aktywnosci w tescie MTT. Poznane mechanizmy wskazuja, ze
DIRCS reguluje transkrypcj¢ IGFBP5, przyczyniajac si¢ w ten sposob do zmiany wrazliwosci
komorek nowotworowych na dzialanie IGF-1. W oparciu o powyzsze wyniki postawilem
hipotezg, ze interakcja pomigdzy wariantami germinalnymi, ekspresja DIRC3 oraz szlakiem
przekazywania sygnalow z receptora dla IGF-1 stanowi mechanizm regulujacy kancerogeneze

w gruczole tarczowym.



