Identyfikacja nowych genéw regulowanych przez przeciwnowotworowe biatko p53
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TP53 jest najczesciej zmutowanym genem w ludzkich nowotworach, a kodowane przez niego
biatko p53 jest regulatorem transkrypcji aktywowanym réznymi czynnikami stresu. Zauwazono, ze
dwie substancje, aktynomycyna D i nutlina-3a, stymulujace p53 w odmienny sposéb, W momencie
jednoczesnego dziatania (A+N) powoduja synergistyczna aktywacje p53, a w konsekwencji silny
wzrost ekspresji wielu genow regulowanych przez to biatko. Synergizm dziatania tych zwiazkow
wynika prawdopodobnie z faktu, ze aktynomycyna D pobudza kinazy fosforylujace p53, a nutlina-3a,
blokujac negatywny regulator p53 — MDM2, umozliwia aktywnym kinazom tatwy dostep do
badanego biatka. Na podstawie wynikéw sekwencjonowania transkryptomu (RNA-seq) komorek
A549 eksponowanych na A+N, zidentyfikowano bardzo silny wzrost ekspresji setek genow, z ktorych
tylko cze$¢ to znane cele p53. Prawdopodobne istnieje jeszcze wiele niezbadanych, ale istotnych
funkcji biologicznych biatka p53. Stosowany sposob aktywacji p53 poprzez kombinacje A+N,
pozwala opisywanemu czynnikowi transkrypcyjnemu aktywowac geny, na ktorych ekspresje nie ma
wptywu w innych warunkach stresu.

Pierwszym celem pracy doktorskiej byta identyfikacja nowych powigzan TP53 z innymi,
wybranymi genami. Opierajac si¢ na uzyskanych obserwacjach oraz na podstawie dostgpnych baz
danych dotyczacych miejsca wigzania p53 w obrgbie chromatyny (dane ChIP-Seq), wytypowano
12 genéw (TMEM52, CTSH, DRAXIN, FRMDS8, RETSAT, CDH3, FAM13C, FBXO2, KANK3, BLNK,
MR1, czy tez FRZB) do szczegdtowej analizy zalezno$ci od p53. Przy wyborze kierowano si¢
nastepujacymi kryteriami: znaczacym wzrostem ekspresji stymulowanej przez A+N, w co najmniej
dwodch typach komorek, obecno$cia potencjalnego miejsca wigzania pS3 w poblizu miegjsca startu
transkrypcji, brakiem lub znikomg iloécig danych literaturowych wigzacych gen z regulacja ze strony
TP53. Wybrane geny znane sg jako regulatory m.in. metabolizmu, cytoszkieletu i szlaku Wnt,
mechanizméw uktadu odporno$ciowego, czy tez procesow zwiazanych z funkcjonowaniem uktadu
nerwowego. Ponadto wytypowano 6 genow (DDIT3, TYSND1, IL-7, IFIT2, APOE oraz IRF1) do
wstepnej oceny pod katem zaleznosci od TP53. Promotory gendéw z potencjalnymi miejscami
wigzania p53 wybrane do szczegotowej analizy byly klonowane przy uzyciu rutynowych metod
biologii molekularnej. Regulacja ze strony p53 byta oceniana za pomocg testow lucyferazowych oraz
sterowanej mutagenezy potencjalnych miejsc wigzania badanego biatka dla dwoch najsilniej
aktywowanych promotorow gendéw tj. BLNK iFAM13C. Zmiany ekspresji genow byly
zidentyfikowane metodg sekwencjonowania transkryptomu (RNA-Seq), a nastepnie potwierdzone za
pomocg ilosciowej reakcji PCR w czasie rzeczywistym (RT-PCR) w tym samym uktadzie
eksperymentalnym, a takze z wykorzystaniem posiadanych komorek z obnizong ekspresja TP53
otrzymanych za pomocg systemu lentiwirusowego (shRNA) oraz komodrek uzyskanych z

wykorzystaniem metody CRISPR/Cas9 w ramach niniejszego projektu. Badania zostaty uzupetnione



weryfikacjg otrzymanych wynikéw poprzez zastosowanie innej linii komoérek nowotworowych NCI-
H460. Analiza na poziomie proteomu zostata przeprowadzona za pomoca spektrometrii mas (LC-
MS/MS) oraz metody Western blot (jesli byto dostepne przeciwciato) uzywajac dwoch linii komorek
nowotworowych, komorek z deficytem p53 oraz prawidtowych ludzkich fibroblastow.

Zaproponowany mechanizm aktywacji biatka p53 z wykorzystaniem A+N jest stabo poznany.
Drugim zadaniem pracy doktorskiej byto podjecie proby zidentyfikowania enzymu, zaangazowanego
w fosforylacje p53 w warunkach traktowania A+N. Analizujac biochemiczne i biologiczne
wlasciwosci znanych kinaz, ktére moga by¢ odpowiedzialne za aktywacje biatka p53, zaproponowano
hipoteze, ze tym enzymem jest jedna z izoform kinazy GSK3 (GSK3A Iub GSK3B). W celu
przetestowania tej koncepcji zastosowano swoisty inhibitor GSK3 o nazwie CHIR-98014 (CHIR). By
zbada¢ wplyw na aktywacje genéw wywolang A+N przeprowadzono RNA-seq komoérek kontrolnych,
eksponowanych na A+N, na A+N w obecnosci CHIR oraz na CHIR bez dodatkowych czynnikow.
CHIR powodowat spadek fosforylacji p53 wywotanej dzialaniem A+N, co wskazywato, ze inhibitor
ma potencjat do ostabiania aktywacji tego biatka. Analiza wynikow sekwencjonowania transkryptomu
wykazata istnienie trzech klas genow aktywowanych przez A+N. Jedna z grup obejmowata geny, na
ktore CHIR nie wywieral wptywu. Kolejny zbiér zawieral geny, ktorych aktywacja jest blokowana
czgsciowo. Trzecig, stosunkowo malo liczng grupe stanowily geny, ktérych pozytywna regulacja
ekspresji przez A+N byla niemal catkowicie zablokowana przez CHIR. Paradoksalnie, hamujac
proapoptotyczne biatko p53, zastosowany inhibitor w kombinacji z A+N indukowal apoptoze
w wigkszosci komorek nowotworowych wykorzystanych w badaniach. Specyficzno$¢ dziatania
wybranego inhibitora hamujacego aktywnos¢ GSK3, zostala zweryfikowana poprzez uzyskanie linii
komorkowych z obnizong ekspresja GSK3A, GSK3B lub obu genoéw rownocze$nie. Wyciszenie
ekspresji obu kinaz nie odzwierciedlato dziatania CHIR dotyczacego wplywu na poziom ekspres;ji
wybranych genéw oraz indukcji procesu apoptozy. Wyciagnicto na tej podstawie wniosek, ze
obserwowane dziatanie inhibitora na ekspresje gendéw iapoptoze odbywa si¢ niezaleznie od
hamowania GSK3. Testujgc inne inhibitory wykryto, ze efekt podobny do wptywu CHIR powodowaty
zwiazki, ktére potencjalnie hamuja cyklino- zalezng kinaze 7 (CDK7), jednak bez badan
wykorzystujacych komoérki z wyciszona ekspresja genu nie mozna jednoznacznie wnioskowac
0 udziale tej kinazy w regulacji p53 w warunkach ekspozycji na A+N.

Kluczowym rezultatem projektu doktorskiego jest poznanie nowych mechanizméw oraz lepsze
zrozumienie znanych juz $ciezek sygnalizacyjnych kontrolowanych przez biatko p53 w komorce
nowotworowej. Uzyskane wyniki podkreslaja znaczenie TP53, nie tylko w powigzaniu z cyklem oraz
$miercig komorkowa, ale takze ze szlakiem Wnt, odporno$cia wrodzong komorki, metabolizmem, czy
cytoszkieletem. Prowadzone badania dostarczaja roéwniez informacji na temat potencjalnego
mechanizmu aktywacji p53 przez A+N oraz dzialania inhibitora GSK3 0 nazwie CHIR- 98014, ktory
dodatkowo w kombinacji z powszechnie wykorzystywanymi w klinice aktywatorami p53 przyczynia

si¢ do uwrazliwienia komorek nowotworowych na apoptozg.






