Analiza ekspresji gendw zaleznych od p53 w rakach jajnika
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WSTEP: Rak jajnika jest jednym z najczestszych i najgorzej rokujgcych nowotworéw
wystepujgcych u kobiet. Stanowi gtdwng przyczyne zgondéw z powodu nowotwordéw
ginekologicznych. Wedtug danych GLOBOCAN w 2020 roku w Polsce z powodu raka jajnika

zmarto ponad 3 000 pacjentek, a rozpoznano blisko 4 700 nowych przypadkdw.

Dotychczasowe badania wskazujg, iz status zaréwno biatka p53, jak i genu TP53 znaczaco
wptywa na biologie oraz obraz kliniczny raka jajnika. Biatko p53 reguluje najistotniejsze
procesy zachodzace w komodrce poprzez bezposrednig interakcje z innymi biatkami oraz
przez regulacje transkrypcji gendw zwigzanych z waznymi procesami komdérkowymi, w tym
regulujgcych proces naprawy DNA, cykl komérkowy oraz apoptoze. Obecnos¢ mutacji w
genie TP53 badZz akumulacja biatka p53 moze istotnie wptywaé na ekspresje zaleznych od
niego gendw, w tym uposledzajgc procesy, w ktérych biorg udziat kodowane przez nie biatka.
W raku jajnika notuje sie jeden z najwyzszych odsetkéw przypadkéw z mutacjami TP53, przy
czym w guzach o typie surowiczym siega on ponad 90%. Spektrum mutacji genu TP53 w
komdrkach nowotworowych jest bardzo szerokie, a poszczegdlne mutacje mogg powodowac
uposledzenie funkcjonowania biatka badZ spowodowac¢ nabycie nowej onkogennej funkcji,

przyczyniajac sie do rozwoju nowotwordow.

CEL PRACY: Celem pracy byto zbadanie zaleznosci pomiedzy statusem genu TP53 i statusem
biatka p53 w komdrkach raka jajnika. Ponadto zamierzatam oceni¢ wptyw statusu genu TP53
i statusu biatka p53 w komdrkach nowotworowych na poziom transkrypcji zaleznych od
niego gendéw. Kolejnym celem byto zbadanie znaczenia klinicznego ekspresji wybranych
gendw oraz prdoba identyfikacji nowych markeréw molekularnych, ktére potencjalne moga

mied znaczenie prognostyczne lub/i predykcyjne u pacjentek z rakiem jajnika.

MATERIAL: Materiat do badan stanowito 135 nabtonkowych guzéow jajnika, dobrze
scharakteryzowanych pod wzgledem histologicznym i klinicznym. W tej grupie mutacje w
genie TP53 miato 114 badanych przypadkdw, a prawidtowa sekwencja genu byta obecna w

21 guzach. Akumulacja biatka p53, uprzednio oznaczona immunohistochemicznie,



wystepowata w 86 przypadkach, natomiast brak akumulacji charakteryzowat 49 przypadkow.
W badanej grupie 103 pacjentki leczone byty taksanami z pochodnymi platyny, a 32 terapia

opartg na pochodnych platyny skojarzonych z cyklofosfamidem.

METODY: W ramach niniejszego projektu wytypowano 31 gendéw kodujacych biatka zalezne
od p53, w tym regulujgcych proces apoptozy, cykl komdrkowy oraz naprawe DNA, ponadto
do badania wigczono geny uprzednio wytypowane przez zespét Pracowni w badaniach
mikromacierzy ekspresyjnych. Materiat genetyczny zostat wyizolowany ze skrawkéw
mrozonych. Badania molekularne prowadzone na poziomie DNA i RNA zostaty poparte
analizami  statystycznymi. Zastosowane metody obejmowaty: izolacje DNA i
sekwencjonowanie genu TP53, izolacje RNA oraz odwrotng transkrypcje i ocene ekspresji
genu z wykorzystaniem ilosciowej reakcji PCR. W wielowariantowej analizie statystycznej
zastosowany zostat model regresji logistycznej w ocenie wrazliwosci na terapie oraz model
regresji Cox’a w ocenie czasu przezycia i czasu wolnego od choroby. W analizie zaleznosci
ekspresji badanego genu od statusu p53 byly uzyte testy Kruskala-Wallisa i Manna-
Whitneya.

WYNIKI: Wiekszos$¢ (n=76/114; 67%) mutacji obecnych w badanym materiale rakéw jajnika
zaklasyfikowano do zmian typu ZB (zmieniajgce biatko). Do tej grupy, poza substytucjami w
pojedynczych nukleotydach (n=74/76; 97%), zaliczono réwniez delecje i insercje, ktére nie
powodowaty zmiany ramki odczytu (in frame, n=2/76; 3%). Wsrdéd rzadszych (n=38/114;
33%) mutacji typu EB (eliminujgce biatako) wykryto zmiany, ktére prowadzity do powstania
przedwczesnego kodonu terminujgcego translacje (nonsense, n=10/38; 26%, frameshift,
n=21/38; 55%) oraz mutacje zlokalizowane w miejscu tgczenia eksonu z intronem (splice,

n=7/38; 18%).

W badanej grupie guzow potwierdzitam istnienie pozytywnej korelacji pomiedzy obecnoscia
mutacji TP53, a akumulacjg p53 w komérkach (p<0,001). Posréd 114 guzéw z mutacja
wiekszos¢ wykazywata sie akumulacjg biatka (74%). Stwierdzitam natomiast, ze obecnos¢
mutacji nie zawsze manifestuje sie akumulacjg biatka p53 w komérkach, co wykazatam w
26% guzow. Wsrdéd 21 guzow z prawidiowg sekwencjg genu w niemal wszystkich, poza

dwoma, biatko p53 nie akumulowato sie (90%).



Analiza poréwnawcza statusu genu TP53 i biatka p53 wykazata, ze akumulacja p53 w
komdrkach nowotworowych byta zwigzana z obecnosciag mutacji typu ZB (p<0,001). We
wszystkich guzach z mutacjg zmiany sensu miata miejsce akumulacja biatka (100%). Z kolei w

guzach z mutacjg typu EB, biatko p53 gromadzito sie w 21% przypadkow.

Analize spektrum mutacji genu TP53 wykonano dla 118 zidentyfikowanych zmian. Wyzsza
liczba mutacji niz guzédw, w ktérych je zidentyfikowano, wynika z faktu, iz w 4 przypadkach
byty po dwie zmiany. Najwiekszy odsetek zmian (77%), stanowity jednonukleotydowe
substytucje, wsrdd ktérych przewazajaca czesc reprezentowaty mutacje zmiany sensu (84%).
Substytucje typu nonsense wykryto w 9 przypadkach (10%). Pozostate podstawienia byty
umiejscowione w miejscu fgczenia eksonu z intronem (7%). Wsrod delecji (14%), wiekszos¢
nalezata do zmian typu frameshift (81%). Dwie delecje (13%) zaklasyfikowano do typu in
frame, jedna zas (6%) obejmowata region tgczenia eksonu z intronem. Duplikacje stanowity
mniejszos¢ odnalezionych zmian (4%), wszystkie z nich nalezaty do typu frameshift. Insercje
(3%) obejmowaty mutacje powodujgce zmiane ramki odczytu (67%) i jedng, gdzie doszto do
powstania kodonu terminujgcego translacje (33%). Posréd mutacji ztozonych (3%), dwie

nalezaty do typu in frame (66%), jedna zas zostata zaklasyfikowana do typu frameshift (33%).

Poréwnanie spektrum mutacji w poszczegdlnych eksonach wykazato rdznice w czestosci
wystepowania zmian w poszczegdlnych rejonach genu. W przewazajacej czesci
nieprawidtowosci wykryto w domenie centralnej (85%), wérdd nich najczestsze byty mutacje
zmieniajgce biatko. Najwyzsza liczbg zmian charakteryzowat sie ekson 5 (33%), natomiast
najnizszg ekson 6 (17%). Eksony 7 i 8 miaty identyczny odsetek mutacji (dla kazdego z nich
25%). Prawie 1/3 (28%) sposrdod wszystkich wykrytych mutacji kumulowata sie w siedmiu
kodonach: 175, 176, 220, 242, 248, 282 oraz 273. Wszystkie oméwione powyzej mutacje,
oprécz zmian w kodonie 242 oraz jednego z wariantow w kodonie 176, byly

jednonukleotydowymi substytucjami.

Wyniki analizy ekspesji, w kontekscie statusu genu TP53 lub biatka p53, byly istotne
statystycznie dla 11 z 31 przebadanych gendw. W przypadku gendéw zwigzanych z cyklem
komodrkowym, statystycznie istotne réznice w ekspresji zaobserwowatam dla czterech z nich:
CDKN1A, KIF23, CCNE1, PLK1. Zmiana ekspresji tych gendéw zalezata czesciej od statusu
mutacji genu TP53 niz statusu biatka p53. Jeden gen — PLK1, wykazywat réwniez statystycznie

istotng rézinice poziomu mRNA w guzach z akumulacjg biatka p53. Wsrdd gendw



regulujgcych proces apoptozy statystycznie istotne rdinice w ekspresji stwierdzitam dla
szesciu z nich: TP73, TCEA3, TP53INP1, AIFM2, PIDD1, BBC3. We wszystkich przypadkach,
poza BB(C3, nizsza ekspresja badanych gendéw byta zwigzana z akumulacjg biatka p53. W
trzech przypadkach TP73, PIDD1, BBC3 nizsza ekspresja korelowata z mutacjg TP53. W
przypadku gendw zaangazowanych w proces naprawy DNA, statystycznie istotne rdznice
wykryto tylko w jednym z nich — DDB2. Obnizony poziom transkryptu zwigzany byt zaréwno z

akumulacjg biatka jak i mutacjg genu TP53.

W analizie znaczenia klinicznego ekspresji badanych gendéw zaobserwowatam, ze w
przypadku dtugosci okresu catkowitego przezycia, wyzsza ekspresja gendw E2F7 i AIFM2 w
catej badanej grupie pacjentek byta negatywnym czynnikiem prognostycznym. Ponadto
wyzsza ekspresja genu AIFM2 w podgrupie z mutacjg TP53 wigzata sie z krotszym okresem
catkowitego przezycia. Zwiekszona ekspresja gendw E2F7, AIFM2, TCEA3, GADDA45A
zwigzana byta z krétszym czasem wolnym od choroby w catej badanej grupie pacjentek.
Wraz ze wzrostem ekspresji genu CDK2 w podgrupie bez akumulacji p53 wzrasta rowniez
ryzyko nawrotu choroby u pacjentek z rakiem jajnika. Wyzszy poziom transkryptu genu
AIFM2 i GADD45A wigzat sie z krétszym czasem wolnym od chroby wsréd pacjentek z
akumulacjg p53. Wyisza ekspresja genow E2F7, AIFM2 korelowata z krétszym DFS w
podgrupie z mutacjg TP53.

WNIOSKI: Niniejsza praca potwierdzita, ze nowotwory jajnika charakteryzujg sie wysoka
czestoscig mutacji w genie TP53, a najczesciej obserwowanymi zmianami sg mutacje
zmieniajgce biatko (ZB), gtdwnie typu missense. Ponadto badania potwierdzity, ze obecnosé
mutacji ZB koreluje pozytywnie z akumulacjg biatka p53, natomiast brak akumulacji biatka
p53 wykazanej metodami immunohistochemicznymi nie wyklucza obecnosci mutacji w genie
TP53. Stwierdzitam réwniez, ze wiekszo$¢ przypadkéw z obecnosciag mutacji eleminujgcych
biatko (EB) nie wykazujg jego akumulacji p53. Ocena ekspresji badanych genéw wykazata, ze
uposledzenie funkcji supresora TP53 wptywa na poziom mRNA zaleznych od niego gendw,
tym samym modyfikujgc procesy, w ktdérych biorg udziat kodowane przez nie biatka.
Ekspresja gendéw zaangazowanych w cykl komodrkowy byta czesciej istotnie zalezna od
statusu genu TP53, natomiast w grupie gendw apoptotycznych — od akumulacji biatka p53. |
tak, mutacja genu TP53 koreluje z obnizeniem ekspresji jednego genu z grupy regulujgcej

cykl komorkowy: CDKN1A, trzech gendw apoptotycznych: TP73, PIDD1, BBC3, jednego genu



zaanagazowanego w proces naprawy DNA: DDB2 oraz z podwyziszeniem ekspresji trzech
gendw cyklu komoérkowego: KIF23, CCNE1 i PLK1. Z kolei akumulacja biatka p53 jest zwigzana
z obnizeniem ekspresji pieciu gendw zaangazowanych w proces apoptozy: TP73, TCEA3,
TP53INP1, AIMF2 i PIDD1, jednego genu naprawy DDB2 oraz podwyzszeniem ekspres;ji

jednego genu cyklu komérkowego: PLK1.

Analiza znaczenia klinicznego ekspresji badanych gendw wykazata, ze cze$¢ z nich moze by¢
negatywnym czynnikiem prognostycznym. Wyiszy poziom ekspresji genu E2F7,
negatywnego regulatora cyklu komdrkowego, koreluje z krétszym czasem catkowitego
przezycia i krotszym czasem wolnym od choroby w catej badanej grupie pacjentek.
Zaobserwowatam réwniez, ze z wyziszg ekspresjg genu E2F7 wigzato sie wyzisze ryzyko
nawrotu choroby wséréd chorych z mutacjg TP53. Wyzszy poziom transkryptu genu AIFM2,
uczestniczgcego w procesie apoptozy, w catej badanej grupie pacjentek, a w szczegdlnosci
wsrdd tych z mutacjg TP53 w guzie, korelowat z krétszym okresem catkowitego przezycia
oraz krotszym czasem wolnym od choroby. Natomiast podwyzszona ekspresja AIFM2 w
grupie pacjentek z akumulacjg p53 byta zwigzana z krétszym czasem wolnym od choroby i
wigzata sie z wiekszym ryzykiem zgonu. Potencjalne znaczenie prognostyczne statusu genu
AIFM2 wykazatam dla rakdéw jajnika jako pierwsza. Wyisza ekspresja genu CDK2,
zaangazowanego w regulacje cyklu komdérkowego, w guzach bez akumulacji p53 zwigzana
byta z krétszym czasem wolnym od choroby. Podwyiszona ekspresja genu TCEAS3,
zaangazowanego w $mier¢ komoérki, w catej badanej grupie pacjentek wspétgrata z krétszym
czasem wolnym od choroby. Wyzsza ekspresja genu GADD45A, regulujgcego proces naprawy
DNA, korelowata z krétszym czasem wolnym od choroby wsréd catej badanej grupy

pacjentek, gtéwnie w podgrupie z akumulacjg p53.

Uzyskane przeze mnie wyniki wydajg sie by¢ obiecujgce, a zatem po ich weryfikacji na
wiekszej grupie przypadkdéw i ewentualnej, pogtebionej analizie w kierunku standaryzacji,
moga W przyszfosci przyczyni¢ sie do wytypowania nowych, uzytecznych klinicznie markeréw

prognostycznych.



