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Streszczenie

Biatko p53 wykazuje silne dziatanie przeciwnowotworowe, a jego gen - TP53 jest jednym z najczgsciej
zmutowanych w komoérkach nowotworowych. Pomimo 40 lat badan pelne spektrum jego funkcji nie jest
w pelni poznane. Ostatniec doniesienia wskazujg, ze moze wpltywa¢ na dziatanie uktadu
odpornosciowego poprzez regulacje aktywnosci genow i biatek zaangazowanych w jego aktywnosc,

cho¢ jest to bardzo stabo poznany obszar funkcjonowania biatka p53.

Celem niniejszego projektu doktorskiego bylo zidentyfikowane genow, kodujacych biatka uktadu
odpornosciowego, kontrolowanych przez p53. W innowacyjny sposob aktywowano p53 za pomoca
jednoczesnego traktowania aktynomycyng D i nutling-3a (AN). Zidentyfikowano 17 genow, ktérych
biatka sg mediatorami funkcji komoérek immunologicznych tj. limfocytow cytotoksycznych, komorek
NK (natural killers), makrofagow czy neutrofilow. Inne biatka kodowane przez geny aktywowane pod
wptywem biatka p53 biorg udzial w regulacji stanu zapalnego, czy sa zaangazowane w szlaki
interferonowe. Sposrdd tych 17 genow wybrano trzy (SLAMF7, KLRG2 oraz NCR3LGI) do bardziej
szczegotowych testow. Testy lucyferazowe potwierdzity silny wptyw p53 na aktywnos¢ transkrypceyjna
sekwencji DNA pochodzacych z genow SLAMF7 i KLRGZ2. Skupiono si¢ na biatku SLAMF7,
kluczowym dla aktywacji funkcji cytotoksycznych komoérek NK i zbadano jego aktywacje w réznych
typach linii komérkowych po ekspozycji na chemioterapeutyki. Potwierdzono, ze p53 wpltywa na
akumulacje SLAMF7 w komorkach eksponowanych na mieszaning AN lub kamptotecyng.
Odkryto takze sekrecyjng form¢ SLAMEF7 (~50 kDa) w medium kondycjonowanym komorek
traktowanych mieszaning AN - wykrywang dotychczas we krwi pacjentow ze szpiczakiem mnogim.
Niespodziewanie, biatko SLAMF7 ulega silnej aktywacji niezaleznie od bialka p53 pod wptywem
paklitakselu. Co wigcej, mechanizm tej aktywacji sprawdzono takze na liniach komodrkowych

o roznorodnym statusie genu 7P53.

W poczatkowych etapach badan zauwazono, ze biatko p53 aktywowane przez mieszaning AN, moze
regulowa¢ odpowiedz komoérek na cytotoksyczne limfocyty (w tym komoérki NK) poprzez
geny TRANKI, TNFRSF14, NCR3LGI, SLAMF7, EOMES, ICOSLG. Dlatego postanowiono sprawdzic,
czy mieszanina AN i biatko p53 moga zwigksza¢ wrazliwo$¢ komoérek nowotworowych na niszczenie
przez komorki NK. Wyniki wskazuja, ze komorki niedrobnokomoérkowego raka ptuca traktowane
mieszaning AN stajg si¢ bardziej wrazliwe na cytotoksyczne dzialanie komorek NK-92. Efekt ten jest
wyrazniejszy w komorkach wykazujacych prawidlowa forme biatka p53, co zaobserwowano w liniach

niedrobnokomadrkowego raka ptuca A549 oraz NCI-H460.

Bialko p53 aktywowane pod wplywem mieszaniny AN, poprzez aktywacj¢ genow APOL3, SLAMF7,
OTUDI, EOMES, ICOSLG moze mie¢ wpltyw na dzialanie szlakow interferonowych. Potwierdzono,
ze biatko p53 moze aktywowac¢ gen SOCS]I, ktory jest inhibitorem szlaku JAK/STAT, co sugeruje jego

wplyw na ekspresje genow stymulowanych interferonem-a (IFN-a) oraz interferonem-y (IFN-y).
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pS53 wpltywa negatywnie na ekspresj¢ niektorych genow stymulowanych IFN-a. W przeciwienstwie
do tego, wykazano, ze biatko p53 wspotdziata z IFN-y (synergistycznie lub addytywnie) w stymulacji
ekspresji niektorych gendw kodujacych biatka odpornosci wrodzonej tj. CASPI, IFITI, IFIT3.

Podsumowujac, przeciwnowotworowe biatko p53 wykazuje funkcje regulacyjne wrodzonej odpowiedzi
immunologicznej poprzez aktywacje dziesigtek gendw, kodujacych biatka tego systemu.
W ramach niniejszego projektu doktorskiego bardziej szczegdétowo zbadano wplyw p53 na
uwrazliwianie komorek nowotworowych na cytotoksyczne dzialanie komoérek NK-92 oraz jego role
w odpowiedzi na IFN-a ilFN-y. Odkryto mechanizm aktywacji genu SLAMF7 pod wplywem
paklitakselu niezaleznie od p53, jednak jest to nowo zdobyta wiedza, ktora nalezy zglebic.
Opisane mechanizmy moga mie¢ znaczenie praktyczne ze wzgledu na istnienie terapii wykorzystujacej
zwigkszong ekspresje SLAMF7 jako celu przeciwciala (Elotuzumab) zwiekszajacego wrazliwo$¢

komorek nowotworowych na niszczace dziatanie uktadu odpornosciowego.
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Abstract

The p53 protein shows strong anticancer properties, hence its gene 7P53 is one of the most frequently
mutated in human cancers. Despite over 40 years of research, the full range of its functions remains
unknown. Recent studies suggest that p53 may influence the immune system by regulating the activity

of genes and proteins involved in immune response, though this area of research is poorly explored.

This project was aimed at identifying new p53-dependent genes, which code proteins participating in
the functioning of the immune system. p53 was activated in cells using an innovative combination of
actinomycin D and nutlin-3a (AN). Seventeen genes were identified, encoding proteins, which mediate
the functions of immune cells such as lymphocytes, NK cells, macrophages and neutrophils. Other
identified genes are involved in inflammation and interferon pathways. Out of seventeen genes three
(SLAMF7, KLRG2, and NCR3LGI) were selected for further detailed analysis.
Luciferase assays confirmed a strong influence of p53 on the transcriptional activity of DNA sequences
from SLAMF7 and KLRG2 genes. SLAMF7, crucial for NK cell cytotoxicity activation, was further
examined in cancer cells treated with other chemotherapeutics. It was confirmed that p53 influences
SLAMF7 accumulation following treatment with AN combination and camptothecin, which is
a precursor of anticancer drugs. Moreover, a secretory form (~50 kDa) of SLAMF7 was found in the
conditioned medium of AN-treated cells, similar to that found in serum of multiple myeloma patients.
Unexpectedly, SLAMF7 was strongly activated by paclitaxel in p53-independent way, what was tested

across various cell lines with different 7P53 statuses.

At the outset of the project it was demonstrated that pS3 activated by AN can potentially regulate
cytotoxic immune cell responses through regulation of genes like TRANKI, TNFRSF14, NCR3LGI,
SLAMF7, EOMES and ICOSLG. Therefore, it was tested whether AN combination and p53 can increase
the sensitivity of cancer cells to the destruction induced by NK cells. It was found that the AN mix and
p53 increased cancer cell sensitivity to NK cell-mediated elimination, particularly in the A549 and

NCI-H460 lines (wild-type 7P53).

Additionally, it was found that p53 activated by AN mix could influence the interferon pathways by
activating genes such as APOL3, SLAMF7, OTUDI, EOMES and ICOSLG. It was confirmed that p53
activates the SOCS1 gene, an inhibitor of the JAK/STAT pathway. This suggested the key role of p53 in
regulating genes stimulated by interferon-o (IFN-0) and interferon-y (IFN-y). The experiments
demonstrated that the p53 downregulated some genes induced by IFN-o, while synergistically
or additively cooperating with IFN-y in stimulating genes encoding some innate immunity proteins such

as CASP1, IFIT1, and IFIT3.

In summary, the innate immune response might be regulated by the activation of dozens of

p53-dependent genes. This project was focused on the impact of p53 on cancer cells sensitivity to
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NK cells-mediated cytotoxicity and the role of p53 in modulating the response to alpha and gamma
interferons. The discovered mechanisms of SLAMF7 activation by various drugs open new therapeutic
possibilities, especially for treatments employing the overexpressed SLAMF7 as a target for

the antibody Elotuzumab, which sensitizes cancer cells to the destruction by the immune system.
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Wykaz najwazniejszych zastosowanych skrotow:

Skrot
ACTB

ADCC

ADCP

AN

CAR-NK

CASP1
CASP3
CASPS
CASP9
CPT

CRACC

CRISPR/CAS9

DEL
DMSO
EBV
FASLG
FASR

GAPDH

GAS

HSPAS/HSC70

HPV
IFIH1

IFIT
IFNAR
IFNGR
IFN-0
IFN-y
IGF
IRF
ISG

Rozwiniecie

ang. Actin Beta — gen kodujacy B-aktyne

ang. Antibody-Dependent Cellular Cytotoxicity — cytotoksycznos¢ komorek
zalezna od przeciwciat

ang. Antibody-Dependent Cellular Phagocytosis — fagocytoza komoérkowa
zalezna od przeciwciat

ang. Combination actinomycin D and nutlin-3a - mieszanina aktynomycyny D
i nutliny-3a

ang. Chimeric Antigen Receptor Natural Killer — naturalne komorki NK
z receptorami antyfenowymi chimerycznymi

ang. Caspase-1- kaspaza-1

ang. Caspase-3- kaspaza-3

ang. Caspase-8- kaspaza-8

ang. Caspase-9 - kaspaza-9

ang. Camptothecine — kamptotecyna

ang. CD2-Related Adapter Molecule-1 — Molekuta 1 Adaptacyjna Powigzana
z CD2

ang. Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats/CRISPR-
associated protein 9 — Regularne, rozproszone, krotki powtarzajace si¢
sekwencje palindromowe/biatko 9 zwigzane z CRISPR

ang. Deletion — delecja

ang. Dimethyl sulfooxide - dimetylosulfotlenek
ang. Epstein-Barr Virus — wirus Epstein-Barr
ang. Fas Ligand — ligand Fas

ang. Fas Receptor — receptor Fas

ang. Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase - dehydrogenaza
glicerynofosforanowa 3-fosforanowa

ang. Gamma interferon activation site - miejsce aktywacji interferonu gamma

ang. Heat Shock Protein Family A (HSPA) member 8— rodzina biatek szoku
cieplnego o masie okoto 70 kDa

ang. Human Papillomavirus - Wirusek brodawczaka ludzkiego

ang. Interferon Induced with Helicase C Domain 1 - Interferon Indukowany
Helikazg z Domena C 1

ang. Interferon-induced proteins - Bialka indukowane przez interferon
ang. Interferon-Alpha/Beta Receptor - receptor dla interferonu alfa/beta
ang. Interferon-Gamma Receptor - receptor interferonu gamma

ang. Interferon alpha — interferon alfa

ang. Interferon gamma — interferon gamma

ang. Insulin-like Growth Factor - Czynnik Wzrostu Podobny do Insuliny
ang. Interferon Regulatory Factor - Czynnik Regulujacy Interferon

ang. Interferon-Stimulated Genes - Geny Stymulowane przez Interferon
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ISGF-3
ISRE

JAK/STAT

MDM2
MUT

NFLA

NK
PTX
rpm

RT
SLAMEF7
SOCS1
STAT1

SV40
TP53 (p53)
WT

ang. Interferon-Stimulated Gene Factor 3 - Czynnik 3 Gendéw Stymulowanych
przez Interferon

ang. Interferon-Stimulated Response Element -  Element Odpowiedzi
Stymulowanej przez Interferon

ang. Janus Kinase/Signal Transducer and Activator of Transcription - Kinaza
Janusowa/Przekaznik Sygnatu i Aktywator Transkrypcji

ang. Mouse Double Minute 2 - Myszowy Podwojny Minutnik 2

ang. Mutation - mutacja

ang. Normalised Firefly Luciferase Activity — znormalizowana aktywnos¢
lucyferazy $wietlika

ang. Natural Killer cell - naturalni zabojcy; komorki NK
ang. Paclitaxel - Paklitaxel
ang. Revolutions Per Minute - obroty na minute¢

ang. Room Temperature — temperatura pokojowa

ang. Signaling Lymphocytic Activation Molecule Family Member 7 - Cztonek
Rodziny Molekut Aktywujacych Limfocyty Sygnatowe 7

ang. Suppressor of Cytokine Signaling 1 - Supresor Sygnalizacji Cytokin 1

ang. Signal Transducer and Activator of Transcription I - Przekaznik Sygnatu
i Aktywator Transkrypcji 1

ang. Simian Virus 40 — malpi wirus 40
ang. Tumor Protein 53 — gen kodujacy przeciwnowotworowe biatko p53

ang. Wild Type — typ dziki
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.  Wstep teoretyczny

Wedtug Swiatowej Organizacji Zdrowia (ang. World Health Organization; WHO) choroba
nowotworowa kazdego roku jest jedna z gtéwnych przyczyn zgondéw na swiecie. Szacuje sig, ze w 2020
roku na catym $wiecie zdiagnozowano nowotwory ztosliwe u 19,3 miliona osob i odnotowano prawie
10 miliondéw zgondw z tej przyczyny. Szacuje si¢, ze w 2040 roku globalne obcigzenie nowotworami
moze wynies¢ nawet 28,4 miliona przypadkow, co oznacza wzrost 0 47% w poréwnaniu z rokiem 2020
[1]. Zagrozenie nowotworami stale rosnie na catym $wiecie, co moze wynika¢ z roznych czynnikoéw
zwigzanych z niestosowanie si¢ do zasad zdrowego stylu zycia tj. palenie tytoniu, niewltasciwa dieta,
brak aktywnos$ci fizycznej, stres, nadmierna ekspozycja na promieniowanie sloneczne czy brak
swiadomosci zdrowotne;.

Od starozytnych czasow ludziom i zwierzetom nieprzerwanie towarzyszyly nowotwory.
Do najwczesniejszych dowodéw wystepowania choroby nowotworowej niewatpliwie nalezy mumia
ze starozytnego Egiptu, u ktorej zaobserwowano narosla sugerujace kostniakomigsaka. Jednak nazwe
,,rak” przypisuje si¢ greckiemu lekarzowi Hipokratesowi uznawanemu za ojca medycyny. Hipokrates
prawdopodobnie po raz pierwszy uzyt terminu ,,rak” do opisania guzoéw piersi. W jezyku greckim stowo
»karkinos” odnosi si¢ do ,kraba”, ktory prawdopodobnie kojarzyl si¢ z ta choroba, poniewaz
przypominajace odnogi rozprzestrzeniajace si¢ guzy nowotworowe przywodza na mysl ksztatt kraba.
Inny grecki lekarz, Galen do opisu ,,raka” uzyt stowa ,,oncos” (co w jezyku greckim oznacza obrzgk).
Chociaz analogia ,.kraba” Hipokratesa jest nadal uzywana do opisu nowotworoéw ztosliwych, to termin
Galena zostal uzyty do opisania dziedziny medycyny zajmujgcej si¢ nowotworami — onko (obrzek) -
logia (nauka) [2]. Warto wspomnie¢, ze terminem ,,nowotwor zlosliwy” opisuje si¢ zmiany, ktore
charakteryzuja si¢ niecograniczonym wzrostem i inwazyjnoscia, zdolne do naciekania sgsiednich
komorek i tkanek oraz majace potencjal przerzutowy (szczegdtowe cechy nowotworu ztosliwego opisali
Hannah i Douglas w artykutach ,,Hallmarks of cancer”). Natomiast nowotwor tagodny, jest ograniczony
do okreslonej lokalizacji w narzadach oraz charakteryzuje si¢ powolnym wzrostem, czesto jest
otoczony torebka tgcznotkankowsq i rzadko bywa inwazyjny [3]. Po wielu stuleciach od pierwszych
opisow nowotworu, dopiero XIX wiek przynidst rozwoj dziedzinie onkologii. Wéwczas Rudolf
Virchow, nazywany tworca patologii komoérkowej, wprowadzit termin ,,rak” do nauk medycznych [4].
Kolejnym krokiem milowym w onkologii byl dynamiczny rozw¢j mikroskopii, dzigki ktérej mozna
bylo po setkach lat domystow zobaczy¢ komoérke nowotworowa. Rok 1953 przynidst kolejne wielkie
odkrycie, James Watson i Francis Crick na podstawie badan Rosalindy Franklin i Maurice’a Willkins’a,
opisali struktur¢ DNA, co przyczynito si¢ do lepszego zrozumienia genetyki nowotworu. W latach
70-80. XX wieku zaczgla si¢ szerzy¢, jak na 6wczesne czasy, kontrowersyjna hipoteza zwiazku miedzy
paleniem papierosow, a rozwojem nowotworu ptuca [2], [5]. W latach 70. odkryto dwie szczegodlnie
wazne rodziny genow zwigzane z procesem kancerogenezy: onkogeny i geny supresorowe.

Onkogeny powstajg z ,,protoonkogendéw”, czyli prawidlowych gendéw, ktére sa odpowiedzialne
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za proliferacje i wzrost komdrek. W wyniku mutacji protoonkogeny przeksztalcaja si¢ w onkogeny,
bezposrednio przyczyniajace si¢ do transformacji nowotworowej poprzez stymulowanie
nieograniczonego potencjalu proliferacyjnego (np. c-Myc; ang. cellular myelocytomatosis;
opisany w dalszej czgsci rozdziatu) [6]. Geny supresorowe pelnia funkcje hamujace proces
nowotworzenia zapobiegajagc nadmiernym podzialom komdrkowym [7]. Mutacje w tych genach
powoduja uposledzenie ich funkcji hamujacej podzialy komorkowe. Istotnym odkryciem dla
wspotczesnej onkologii byto opisanie biatka p53 i jego genu (TP53) w 1979 roku, ktory obecnie jest
jednym z najlepiej przebadanych gendéw supresorowych. Gen TP53 jest jednym z genow, ktory
najczesciej ulega mutacji w nowotworach ztosliwych. Obecnie jedng ze strategii w terapii skierowanej
przeciwko nowotworom jest przywrocenie dziatania szlakow kontrolowanych przez biatko p53.
Inng obiecujaca strategia terapii onkologicznej jest niewatpliwie immunoterapia, ktorej celem jest
zaangazowanie komodrek uktadu immunologicznego do eliminacji komodrek nowotworowych.
Coraz wigcej badan donosi, ze biatko p53 jest zdolne modulowa¢ wrodzong i nabyta odpowiedz
immunologiczng [8], [9], [10]. Poza zrozumieniem roli biatka p53 w stymulowaniu odpowiedzi
immunologicznej istotne jest tez poznanie mechanizmow aktywacji szlaku p53, ktoéra prowadzi do
eliminacji komorek nowotworowych przez komoérki uktadu immunologicznego [11]. Jednak rola biatka
p53 w immunologicznej odpornosci przeciwnowotworowej jest wciaz stabo poznana. Dlatego niniejsza
rozprawa skupia si¢ na probie poznania, w jaki sposob szlak biatka p53 moze uczestniczyc

w odpowiedzi przeciwnowotworowej zwigzanej z dzialaniem uktadu odporno$ciowego.

1. Charakterystyczne cechy nowotworu - Hallmarks of cancer

,Charakterystyczne cechy nowotworow ztosliwych” (ang. Hallmarks of cancer) to cykl artykutow
poswiecony podsumowaniu obecnego stanu wiedzy na temat procesu nowotworzenia. Ponad 20 lat temu
autorzy cyklu — Robert Weinber i Douglas Hannahan po raz pierwszy opisali cechy charakteryzujace
komorki nowotworowe oraz na podstawie owczesnej wiedzy podali w sposob usystematyzowany
przyczyny procesu kancerogenezy (ryc.l.) [12]. W pierwsze] edycji artykulu opisane zostalo szes¢
podstawowych cech komorki nowotworowej, a w kolejnych latach listg systematycznie poszerzano [13],
[14].

Do charakteryzujacych cech komorke nowotworow ztosliwych zaliczamy:

e Zdolnos¢ do utrzymania nieograniczonego potencjatu proliferacji
e Oporno$¢ na sygnaty hamujace wzrost

e Unikanie $mierci komodrkowej

e Indukcja angiogenezy

e Inwazyjno$¢ i przerzutowosé

e Nieograniczony potencjat replikacyjny

e Zmiany w metabolizmie komoérkowym
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e Ucieczka przed nadzorem uktadu odporno$ciowego

e Niestabilno$¢ genetyczna

e Indukcja stanu zapalnego

e Ucieczka przed mechanizmami starzenia komorkowego
e Plastyczno$¢ fenotypowa

e Polimorfizm mikrobiomu

e Przeprogramowanie epigenetyki

Hallmarks of cancer B
Opornosc s
Unikanie
Indukcja na sygnaly $mierci
stanu hamujace komorkowej
zapalnego wzrost
Zdolnosé do
Niestabilnosé utrzymania
genetyczna 2SS nieograniczonego
Lg potencjatu
/AN X7/ proliferacyjnego
Nieograniczony o9
potencjat i )
replikacyjny )0()0('_’ Sy : Ztmtl)arl\y w
{ metabolizmie
2 . . komaorkowym

Indukcja %\ & . Ucieczka przed
angiogenezy nadzorem
ukiadu

odpornosciowego

Ucieczka przed //\ ~
mechanizmami /
starzenia ’ o Przeprogramowanie
komorkowego . \-,, / epigenetyki
-
Cechy podstawowe Plastycznosé
e o fenotypowa limorf

Cechy sprzyjajace transformacji Inwazyjnodt i qulmo izm
w nowotwor ztosliwy przerzutowosé mikrobiomu

Rye. 1. Cechy komdrki nowotworowej (Hallmarks of cancer). Opracowanie wlasne na podstawie publikacji [12], [13], [14]
w BioRender.

Zdolno$é¢ do utrzymania nieograniczonego potencjalu proliferacji: Komorka nienowotworowa
(okreslana rowniez jako komorka prawidlowa) to zdrowa komorka, ktora podlega kontrolowanemu
wzrostowi i podzialom komoérkowym. Posiada okreslony limit podziatow (limit Hayflicka, opisano
ponizej) i spetnia funkcje zgodnie z potrzebami tkanki. Dodatkowo do prawidtowe;j proliferacji komorki
nienowotworowe potrzebujag mitogennych sygnatow wzrostu np. czynnik wzrostu fibroblastow
(ang. Fibroblast Growth Factor; FGF), nablonkowy czynnik wzrostu (ang. Epidermal Growth Factor;
EGF), czynnik wzrostu pochodzenia ptytkowego (ang. Platelet-Derived Growth Factor; PDGF)
czy insulinopodobny czynnik wzrostu (ang. Insulin-Like Growth Factor; 1GF). Dodatkowo, limit
podziatéw jest zwigzany z telomerami, ktorych dlugosé skraca si¢ z kazdym podzialem komorki.
Natomiast, komorki nowotworowe charakteryzuja si¢ nieograniczong liczba podziatldow nawet przy
braku zewngtrznych sygnatdéw wzrostu (co odréznia je od komodrek prawidtowych).

Powodem niekontrolowanego podziatu komoérki nowotworowej s3 nabyte mutacje lub zmiany
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epigenetyczne w genach zaangazowanych w regulacje wzrostu komorek, takich jak onkogeny, ktore
moga nasladowac sygnaly wzrostu [12], [15].

Opornosé na sygnaly hamujgce wzrost: W prawidlowych komodrkach dziala wiele sygnatow
kontrolujacych prawidtowy wzrost oraz podziaty komorki. Jednym z takich czynnikow jest EGF, ktory
dziala jako ligand taczac si¢ z receptorem (ang. Epidermal Growth Factor Receptor; EGFR)
na powierzchni komorek [16]. Po zwigzaniu liganda z receptorem aktywowane sg szlaki sygnalowe
umozliwiajgce podziat komorkowy, migracje czy przezycie komorki. Sygnaty kontrolujace wzrost moga
zatrzymac komorki w fazie GO (stan spoczynku), z ktérego moga kontynuowac¢ cykl proliferacyjny, gdy
pozwola na to sygnaty zewnatrzkomorkowe. Alternatywnie, komorki moga ulec zatrzymaniu w cyklu
proliferacyjnym i przyja¢ cechy zwiagzane z r6znicowaniem. Komorki nowotworowe skutecznie unikaja
sygnatldéw hamujacych proliferacje. Kluczowa role w tym procesie odgrywa biatko pRB
(ang. retinoblastoma protein), ktére posredniczy w sygnalizacji hamujacej proliferacje 1 petni funkcje
supresora. Komorki nowotworowe wykorzystuja roézne strategie, aby unikna¢ roznicowania.
Jedna z nich jest zwigzana z protoonkogenem c-Myc, ktory moze przeciwdziataé procesowi
réznicowania, promujac wzrost komorki [17]. Protoonkogen c-Myc stymuluje geny zaangazowane
w biosynteze biatek, metabolizm komoérek nowotworowych oraz geny zwigzane z cyklem
komoérkowym, jednoczesnie hamujac ekspresje gendw supresorowych [12], [18].

Unikanie $mierci komérkowej: Dwie dekady temu apoptoze uwazano za podstawowa forme
programowej $mierci komorkowej. Komitet ds. Nomenklatury Smierci Komorkowej w 2018 r.
zaproponowal 13 réznych rodzajow programowej $mierci komorkowej [19]. Komorki nowotworowe
posiadaja zmienione mechanizmy wykrywajace uszkodzenia lub nieprawidtowosci, uniemozliwiajac
prawidlowa sygnalizacje 1 aktywacje apoptozy. Jednym z glownych celow terapii
przeciwnowotworowych jest przywrocenie zdolnosci do ulegania apoptozie. Na przyklad poprzez
aktywacje receptoréw $mierci, ktore aktywujac kaspaze-8 indukujaca kaskade kaspaz $mierci;
kinazg RIP (ang. Receptor-Interacting Protein Kinases), ktéra jest waznym regulatorem stresu
komorkowego. Inng strategia jest aktywacja szlakow proapoptotycznych, np. zwigzanych z biatkiem
Bcl-2 (ang. B-cell lymphoma 2), ktore moduluje funkcje przezycia poprzez regulacje mitochondrialnego
cytochromu c¢. Wspomniane wyzej biatko p53 odgrywa gléwng role w odpowiedzi komoérkowej na
uszkodzenia DNA i innych aberracjach genomowych [12], [20].

Indukcja angiogenezy: Angiogeneza to proces formowania nowych naczyn z juz istniejacych.
Jest to istotny mechanizm w rozwoju embrionalnym, jak i w regeneracji tkanek czy reakcjach na urazy
[21]. Komorki nowotworowe moga aktywowac ten proces poprzez uwalnianie czynnikOw wzrostu
np. czynnik wzrostu $rodbtonka naczyniowego (ang. Vascular endothelial growth factor; VEGF),
ktorego aktywacja skutkuje powstawaniem nowych naczyn w celu pozyskiwania sktadnikow
odzywczych 1 tlenu oraz usuwania ubocznych produktow przemian metabolicznych komorek
nowotworowych. Zwigkszona perfuzja krwi pomaga nie tylko rosng¢ guzom, ale umozliwia

rozprzestrzenianie si¢ komorek nowotworowych do zdrowych tkanek [22]. Co bardzo istotne,
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nowotworowe naczynia krwionosne sg dysfunkcyjne (zaburzony przeptyw krwi, rozszczelniony
nablonek itp.), co indukuje reakcje zapalne i niedotlenie, czyli napedza wzrost nowotworu i nabywanie
potencjatu przerzutowego [12].

Inwazyjnos¢ i przerzutowos¢. Przerzuty nowotwordw sa najpowazniejsza przyczyng niepowodzenia
w leczeniu pacjentow onkologicznych. Inwazyjnos¢ to zdolno$¢ komorek nowotworowych
do przenikania i rozprzestrzeniania si¢ w otaczajacych tkankach. Zdolno$¢ do inwazji pobliskiej tkanki
1 przerzutowos¢ do narzadow odleglych pozostaje gtowng cecha nowotworu ztosliwego [12], [23], [24].
Nieograniczony potencjal replikacyjny: Komorki prawidtowe (z wyjatkiem komorek plciowych
oraz komorek macierzystych) posiadajg ograniczong liczbe podziatdow, wyznaczong przez dlugosé
telomerow obecnych na koncach chromosoméw. Telomery skracaja si¢ z kazdym podzialem
komoérkowym, co prowadzi do aktywacji procesu starzenia komodrkowego. Natomiast komorki
nowotworowe unikajg tej bariery dzigki enzymowi telomerazie, ktéry ma zdolno$¢ do odbudowy
dhugosci telomerow. To umozliwia nielimitowane podzialty komoérkowe 1 unikanie starzenia.
Prawidlowe komorki ssakow sa wyposazone w mechanizmy zabezpieczajace przed nieograniczonymi
podziatami — limit Hayflicka - a takze szlaki kontrolowane przez supresory nowotworowe tj. pRB
oraz p53, ktore kontrolujg cykl komoérkowy [12], [25].

Zmiany w metabolizmie komérkowym: Przeprogramowanie metabolizmu komoérkowego wynikajace
m.in. z mutacji protoonkogenow i genow supresorowych przyczynia si¢ do powstawania nowotworow.
Komorki nowotworowe potrafiag pozyskiwac niezbedne sktadniki odzywcze z ubogiego srodowiska,
uzywajac ich do przezycia i budowy mikrosrodowiska guza [26]. Odkrycie Otto Warburga
(efekt Warburga) sprzed ponad stu lat pokazato, ze komoérki nowotworowe preferencyjnie rozktadaja
glukoze tylko do etapu powstawania kwasu mlekowego (oddychanie beztlenowe) [27]. Poniewaz ten
proces dostarcza ponad dziesie¢ razy mniej energii, niz petny rozktad glukozy komorki nowotworowe
intensywniej pobieraja glukozg w poréownaniu do komorek prawidtowych. Rozne typy komorek
w mikrosrodowisku nowotworowym takie jak fibroblasty, komorki $rodbtonka i komorki uktadu
odpornosciowego (uczestniczace w odpowiedzi wrodzonej, jak i nabytej) ulegajg charakterystycznym
zmianom fenotypowym w zwigzku z blisko$cig rosngcego guza. Mimo, ze dokladny sposdb
przeprogramowania mikrosrodowiska guza wcigz nie jest w pelni poznany wiadomo, ze jest ono
wspomagane przez czynniki wzrostu, zmiany w macierzy zewnatrzkomorkowej oraz interakcje
miedzykomorkowe [13], [26], [28].

Ucieczka przed nadzorem immunologicznym: Mechanizmy, ktére pozwalaja komoérkom
nowotworowym unika¢ kontroli ze strony uktadu odpornosciowego, sg istotne dla wzrostu
nowotworu 1 jego zdolnosci do przerzutowania. Komodrki nowotworowe posiadaja zdolnosé
do unikania nadzoru immunologicznego, zwanego takze odporno$cia przeciwnowotworows.
Odporno$¢ przeciwnowotworowa to  funkcja uktadu immunologicznego, ktéra polega
na identyfikacji 1ieliminacji komorek nowotworowych (dokladniej opisana w rozdziale

.4 — odpornos¢ przeciwnowotworowa). Pomimo aktywno$ci przeciwnowotworowej uktadu
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immunologicznego gospodarza, komorki nowotworowe potrafig skutecznie unikaé¢ nadzoru komorek
odpornosciowych poprzez rézne mechanizmy, takie jak np. utrata zdolnosci prezentacji antygenu.
To sprzyja postepowi nowotworu iopornosci na immunoterapie [29]. Nalezy jednak pamigtac,
ze istnieja miedzyosobnicze rdznice aktywacji odpornos$ci przeciwnowotworowej u pacjentow
onkologicznych. Wydaje sie, ze pacjenci o silniejszej wrodzonej odpornosci moga skuteczniej walczy¢
z nowotworem [13], [30], [31].

Niestabilnos¢ genetyczna: Niestabilno$¢ genetyczna wynika z nieprawidlowego funkcjonowania
mechanizmoéw utrzymujacych stabilnos¢ genomu. W przypadku nowotwordow dziedzicznych
niestabilno$¢ genomu wynika z germinalnych mutacji w genach naprawy DNA, co przyspiesza rozwoj
nowotworu. W przypadku nowotwordéw niedziedzicznych molekularne podstawy niestabilnosci genomu
sg wciaz niejasne. W ostatnich latach przeprowadzono zaawansowane badania, za pomoca
metod sekwencjonowania. Wskazuja one, ze mutacje w genach naprawy DNA w nowotworach
niedziedzicznych wystepuja rzadko przed terapia, a ich pojawienie si¢ w trakcie lub po terapii moze by¢
spowodowane dziataniem promieniowania lub substancji chemicznych stosowanych podczas leczenia
[13],32], [33].

Indukcja stanu zapalnego: Stan zapalny to reakcja organizmu gospodarza na infekcje i uszkodzenia
tkanek, co zapobiega rozprzestrzenianiu si¢ patogenow i sprzyja regeneracji organizmu [34], [35].
Wplyw stanu zapalnego w wigkszo$ci nowotwordw dziata niczym miecz obosieczny. Z jednej strony
stan zapalny przyczynia si¢ do nowotworzenia, a z drugiej strony jest wywotywany w trakcie terapii
przeciwnowotworowej. Zwykle sygnalizacja stanu zapalnego umozliwia komodrkom uktadu
odpornosciowego rozpoznanie zainfekowanego miejsca i usuwa patogeny czy komorki nowotworowe,
co hamuje wzrost nowotworu. Jednakze przewleklty stan zapalny sprzyja procesowi nowotworzenia.
Stan zapalny wywolany w ramach terapii przeciwnowotworowej ma na celu zaangazowanie komorek
uktadu odpornosciowego do zabijania komoérek nowotworowych (np. komoérki NK (ang. Natural killer
cells), limfocyty pomocnicze Thl, limfocyty B) przy jednoczesnym hamowaniu komorek uktadu
odpornosciowego wykazujacych pronowotworowy charakter (np. eozynofile, komorki tuczne,
limfocyty pomocnicze Th2, limfocyty regulujace Treg itd.). Jednak, zapalenie wywolane terapig
przeciwnowotworowa czegsto powoduje, ze pozostate komorki nowotworowe stajg si¢ oporne na kolejne
cykle leczenia, co przyspiesza progresj¢ nowotworu. W ramach terapii przeciwnowotworowych istotne
jest poszukiwanie rozwigzan, ktore zapewniajg rOwnowage stanu zapalnego [13], [36].

Ucieczka przed mechanizmami starzenia komoérkowego: Starzenie komorkowe to odpowiedz
komoérki na czynniki stresowe charakteryzujace si¢ zahamowaniem podziatdw komorkowych
oraz zmianami w morfologii i fizjologii komorki. Inicjacja procesu starzenia w komorce stanowi takze
mechanizm obronny, poniewaz na skutek terapii przeciwnowotworowej dochodzi do zatrzymania
proliferacji, co zapobiega dalszej destabilizacji genomu. Za posrednictwem interakcji
miedzykomorkowych - komorka nowotworowa inicjujgca proces starzenia zmienia zestaw biatek

wydzielanych do $rodowiska (ang. Senescence Associated Secreatory Phenotype; SASP). To moze
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hamowa¢ proliferacje¢ innych komodrek nowotworowych, poprawi¢ dostarczenie lekow i1 stymulowaé
aktywna odpowiedz uktadu immunologicznego. Z drugiej strony, SASP moze promowac angiogeneze
przyspieszajac wzrost guza, co moze nasila¢ migracje i przerzutowos$¢. Obiecujagcym rozwigzaniem
wydaje si¢ by¢ senoterapia, ktora eliminuje starzejace si¢ komodrki za pomoca $rodkéw zwanych
senololitykami (maja na celu usuwanie komodrek starzejacych sie (ang. senescent cell)) lub lekow
zwanych senomorfikami (substancje, ktore reguluja starzenie komodrkowe zmniejszajac produkcje
czynnikow SASP) [14], [37], [38].

Plastyczno$¢ fenotypowa (fenotypu): Plastycznos¢ fenotypowa to zdolno$¢ komorek nowotworowych
do zmiany fenotypu (,,maskowania”) w zaleznosci od $rodowiska — jest to kluczowy mechanizm
adaptacji do heterogenicznosci srodowiska. Powszechnie uwaza si¢, ze plastyczno$¢ fenotypu
wystepuje m.in. podczas regeneracji tkanek czy gojenia si¢ ran, jednak sam proces niesie ze sobag
ryzyko nowotworzenia. Dlatego plastycznos¢ fenotypu jest kluczowym zjawiskiem w zrozumieniu
wystepowania i rozwoju choroby nowotworowej oraz opornosci na leczenie [14], [39].

Polimorfizm mikrobiomu: Mikrobiom to zbiér mikroorganizmoéw takich jak bakterie, wirusy, grzyby
i archeony, ktore wystepuja w okreslonym Srodowisku np. organizmie cztowieka, zarowno wewnatrz
i zewnatrz organizmu. Organizmy te wplywaja na fizjologie czlowieka, a takze na wiele funkcji
np. metabolizm czy odporno$¢ [40]. Niektére bakterie (np. Helicobacter pylori, Escherichia coli,
Salmonella enterica) czy wirusy (np. wirus Epsteina-Barra) mogg promowaé proces onkogenezy
poprzez cztery gtdwne mechanizmy, tj.: indukcja uszkodzen DNA i zmiany epigenetyczne, zaktocanie
szlakow naprawy DNA, nieprawidtowa inicjacja szlakéw sygnalowych oraz wywotywanie supres;ji
immunologicznej. Z drugiej strony, endogenne drobnoustroje moga wptywac na supresje nowotworu
poprzez: zwickszanie odpornosci (poprzez stymulacje interferonem-y przez komoérki immunologiczne),
regulacje metabolizmu (np. poprzez produkcje maslanu, ktéry moze stymulowaé roznicowanie
makrofagdw zwigkszajac ich wrazliwo$¢ na bakterie). Do bakterii dziatajacych przeciwnowotworowo
zalicza si¢: Lactobacillus spp., Faecalibaculum rodentium 1 Holdemanella biformis (ludzki homolog),
czy Streptococcus termofile [41]. Mikrobiom odgrywa kluczowa role w nowotworzeniu, ale
nieprawidlowy mikrobiom moze sprzyja¢ rozwojowi nowotworéw 1 utrudniaé terapie
przeciwnowotworowa. Dlatego rekomenduje si¢ suplementacje Lactobacillus spp. (bakterie kwasu
mlekowego) jako suplementy diety podczas terapii. Na mysim modelu wykazano wptyw bakterii kwasu
mlekowego zwiazany z szlakiem sygnalowym cGAS/STING stymulowanym interferonem typu I [42].
Manipulacja mikrobiomem wydaje si¢ by¢ obiecujacg szansg na poprawe wynikow leczenia pacjentow
onkologicznych [14], [43].

Przeprogramowanie epigenetyczne: Zmiany epigenetyczne sprzyjaja niestabilnosci genomu,
co przyczynia si¢ do promowania procesu nowotworzenia oraz transformacj¢ w nowotwor ztosliwy.
Przeprogramowanie epigenetyczne nadaje komoérkom nowotworowym specyficzny fenotyp
tj. niekontrolowany wzrost, odporno$¢ na $mieré czy zwigkszong inwazyjnos¢ w stosunku

do sgsiadujacych  tkanek, ale rowniez nabywanie fenotypu  przerzutowego  [44].
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miRNA (ang. microRNA) sg jednymi z najlepiej scharakteryzowanych regulatorow ekspresji genow.
Ich nieprawidtowa ekspresja przyczynia si¢ do napgdzania procesu kancerogenezy, zaréwno
nowotworow tagodnych czy ztosliwych. Podobny wplyw obserwuje si¢ w przypadku metylacji DNA,
ktéra moze posrednio wptywaé na ekspresje miRNA poprzez hamowanie transkrypcji enzyméw
zwigzanych z przetwarzaniem miRNA tj.: Dicer czy Drosha [45]. miRNA modulujace metylacje DNA
moze zaktocaé maszynerie epigenetyczng zmieniajac ekspresje metylaz DNA lub biatek pomocniczych.
Na przyktad miR-29 celuja w metylazy DNA. Dotychczas ustalono, ze miR-29 sg komplementarne
z 3'UTR DNMT3A i DNMTS3B, a ich zaburzona ekspresja jest skorelowana z procesem powstawania
raka ptuca [46]. Przeprogramowaniu epigenetycznemu ulega wiele genéw supresorowych, a nadmierne;j

ekspresji ulegaja geny sprzyjajace powstawaniu i progresji nowotworow [14], [44].

2. Historia odkrycia bialka p53

Gen TP53 zlokalizowany jest na 17 chromosomie (17p13.1) i koduje biatko p53 o 393
aminokwasach. Bialko p53 zostalo po raz pierwszy zidentyfikowane w 1979 roku (ryc.2.).
Poczatkowo zostalo opisane jako bialko gospodarza, ktére wigze si¢ z antygenem wirusa SV40
(ang. Simian Vacuolating Virus 40 Tag) [47]. W analizie elektroforetycznej w zelu poliakrylamidowym
SDS wykazano, ze jego masa wynosi okoto 53 kDa, stad nazwa ,,p53”. Rzeczywista masa czgsteczkowa
biatka p53 wynosi 43,7 kDa. Ze wzgledu na duza liczbg reszt proliny w biatku migracja w zelu
poliakrylamidowym jest spowolniona, stad obserwacja prazka na wysokosci ok. 53 kDa [48].
Poczatkowo uwazano, ze gen TP53 jest onkogenem, a wysokie stezenie biatka p53 w embrionalnych
fibroblastach szczura nadaje im potencjal nowotworowy [49], [50]. W komorkach nowotworowych
gen TP53 jest czgsto zmutowany lub tracony w wyniku delecji chromosomu 17 [51], [52].
Mutacje punktowe roznego typu (dokladniejszy opis mutacji zachodzacych w genie 7P53 opisano
w rozdziale 1.5) genu 7P53 powoduje powstanie nieprawidtowego biatka p53, co zaburza jego
prawidtowe funkcje sprzyjajac transformacji nowotworowej [53], [54]. Nadekspresja genu TP53 typu
dzikiego w komodrkach moze skutecznie thumi¢ efekty wywotywane przez onkogeny tj. gen c-Myc czy
gen RAS [53], [55]. Gen TP53 od ponad 40 lat jest jednym z najcze$ciej badanych gendw supresorowych

nowotworu stajac si¢ jednym z najlepiej przebadanych genéw w ludzkim genomie [56], [57].
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Rye. 2. Kalendarium wybranych postepéw w badaniach nad biatkiem p53. Opracowanie wiasne na podstawie publikacji [57]
w programie BioRender.

3. Regulacja poziomu biatka p53 w komérce — rola kompleksu pS3/MDM?2

Bialko p53 zlokalizowane jest glownie w jadrze komorkowym oraz w cytoplazmie. Ma zdolno$¢
wigzania si¢ z DNA i regulacji wielu genow, ktore uczestniczg w roznych procesach komoérkowych [58],
[59]. W komorce prawidlowej poziom p53 jest niski, poniewaz podlega $cistej kontroli inhibitoréw p53
— tj. MDM2 (ang. Mouse Double Minute 2) i MDMX (ang. Mouse Double Minute X), ktére kieruja
p53 na droge degradacji proteasomalnej przez jego ubikwitynacje. W komorce narazonej na stres,
zardbwno zewnatrz- i wewnatrzkomorkowy - w tym uszkodzenia DNA, niedotlenienie, ograniczenie
sktadnikow odzywczych, czy ryzyko mutacji (co moze przyczyni¢ si¢ np. do aktywacji procesu
nowotworzenia) - ubikwitynacja p53 zostaje zahamowana, co powoduje akumulacje biatka p53
wewnatrz komoérki [60], [61]. Do aktywacji p53 przyczynia si¢ zaroéwno fosforylacja i acetylacja
C-koncowej domeny biatka, ostatecznie doprowadzajac do stabilizacji oraz akumulacji biatka p53
w jadrze komorkowym. Stabilne p53 tworzy tetrametry tworzac kompleks z docelowym DNA i reguluje
transkrypcje genow aktywujac potrzebne szlaki sygnatowe [62], [63], [64].

Nadekspresja biatka MDM?2 przyczynia si¢ do calkowitego zahamowania aktywnosci biatka p53,
co czgsto jest obserwowane w nowotworach zto§liwych, szczegolnie w nowotworach ptuca, piersi,
watroby, przetyku oraz jelita grubego. Rzadziej wystepujg mutacje czy delecje genu MDM?2 [65].

Jednym z obiecujacych podejs¢ terapeutycznych w terapii przeciwnowotworowej jest hamowanie
skutkow nadekspresji genu MDM?2. Pierwszymi zidentyfikowanymi inhibitorami MDM?2 byly nutliny,

ktore sg malymi czgsteczkami wykazujacymi selektywne whasciwosci w zaklocaniu wigzania pomigdzy
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biatkami MDM2 i p53 [66], [67]. Zwigzki te w pierwszym etapie dziatania aktywujg szlak p53 hamujac
wzrost nowotworu. Mechanizm dziatania nutlin polega na wigzaniu si¢ z hydrofobowa szczeling
sekwencji aminokwasowej na N-koncu MDM?2 nasladujac reszty p53 Trp23, Leu26 i Phel9 [67].
W kilku badaniach przedklinicznych oceniano skuteczno$¢ nutliny-3a w leczeniu pacjentow
onkologicznych z nowotworami hematologicznymi z amplifikacja genu MDM?2. Stwierdzono wdwczas,
ze nutlina-3a indukuje §mier¢ komorek niezaleznie od biatka p53 poprzez stabilizacje biatka p73,
proapoptotycznego supresora nowotworu nalezacego do rodziny p53 — szczegdotowy mechanizm

dziatania nutliny-3a przedstawiono w rozdziale 1.6. [68], [69], [70].

4. ,,Straznik genomu”, tylko czy az? - funkcje bialka pS3

Gen TP53 kodujacy biatko p53 od wielu lat jest znany jako ,,straznik genomu”, poniewaz geny
zalezne od p53 koduja biatka uczestniczace w naprawie DNA oraz eliminujace komorki z uszkodzonym
DNA w stopniu uniemozliwiajacym efektywna naprawe. Biatko p53 jest odpowiedzialne za utrzymanie
homeostazy w komorce 1 prawidlowy przebieg jej rozwoju od podziatu, az do momentu jej $mierci.
Prawdopodobnie biatko p53 odgrywa istotng role w kazdym procesie komoérkowym (ryc.3.).

Ponizej przedstawiono rycing z wybranymi funkcjami biatka p53 w komodrce nowotworowe;.

Aktywacja
s zlakow
' ODPORNOSC

PRZECIWNOWOTWOROWA

KOMORKOWY

fazie G1

Ryec. 3. Wybrane charakterystyczne cechy biatka p53. Opis znajduje si¢ w tek$cie. Wykonanie wtasne za pomoca BioRender
na podstawie publikacji [57], [71].

Cykl komorkowy: Kontrola cyklu komérkowego przez biatko p53 jest jedng z charakterystycznych
funkcji tego biatka w prawidlowej komorce. W zatrzymaniu cyklu komoérkowego posredniczy

biatko p21 (WAF1) [72], [73]. Biatko p21 wiaze si¢ z kompleksem cykliny E/Cdk2 oraz cykliny D/Cdk4
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powodujac zatrzymanie cyklu komérkowego w fazie G1 [68]. Co wigcej, biatko pS3 moze uczestniczy¢
w zatrzymaniu komorki w fazie G2/M poprzez biatko 14-3-3c tlumigc dziatanie kinazy cyklinozalezne;j
Cdk2 [74], [75]. Dodatkowo biatko p53 indukuje transkrypcje gendw Reprimo, B99 (znane takze
jako: GTSEI ang. G2 And S-Phase Expressed 1) oraz mcgl( (znane takze jako: PCBP4, ang. Poly(RC)
Binding Protein 4), ktére takze zatrzymuja podziat komérki w fazie G2. Z kolei, biatko Gadd45
(ang. Growth Arrest and DNA Damage-inducible protein 45), ktore uczestniczy w zatrzymaniu cyklu
komoérkowego oraz posredniczy w naprawie DNA rowniez jest regulowane przez biatko p53.
Rola biatka Gadd45 jest zaktocenie funkcji kompleksu cyklin B1/Cdk2, co takze doprowadza
do zablokowania cyklu w fazie G2 [75], [76], [77], [78]-

Apoptoza: W 1991 roku zespdt Orena po raz pierwszy opisal role biatka p53 w apoptozie [79].
Termin ,,apoptoza” oznacza kontrolowany proces programowanej $Smierci komorkowej majacy na celu
eliminacj¢ uszkodzonych, zbednych lub potencjalnie szkodliwych komorek, zachowujac przy tym
homeostaze migdzykomdrkowa bez wywotania stanu zapalnego. Podczas procesu apoptozy wyroznia
si¢ dwa szlaki: wewnetrzny (mitochondrialny, regulowany przez rodziny biatlek BCL2) oraz zewnetrzny
(szlak receptorow $mierci) [80]. Biatka Bcl2 1 Bcel-xL (nalezace do rodziny BCL2) hamuja apoptoze
poprzez oddziatywanie z efektorowymi biatkami BAK i BAX, a takze innymi proapoptotycznymi
biatkami zawierajacymi domen¢ BH3 [81]. Biatko p53 bezposrednio hamuje ekspresje genow
kodujacych biatka Bcl2 i Bel-xL prowadzac do aktywacji apoptozy [82]. Ponadto, p53 aktywuje
ekspresje niektorych proapoptotycznych gendéw bialek z rodziny BCL2 takich jak: BAX, BBC3
(ang. BCL2 Binding Component 3), PMAIPI (ang. Phorbol-12-Myristate-13-Acetate-Induced
Protein 1). W przypadku zewnetrznego szlaku apoptozy biatko p53 posrednio indukuje transkrypcje
genu kodujacego receptor FAS - prawdopodobnie moze kontrolowac¢ takze inne receptory $mierci [83].
Aktywacja receptora FAS prowadzi do aktywacji kaspazy-8 za posrednictwem biatka adaptorowego
FADD (ang. Fas-Associated protein with Death Domain) i w niektorych przypadkach, aktywacji
TRADD (ang. TNF Receptor-Associated Death Domain) [84]. Jednak nalezy pamigtac, ze biatko p53
aktywuje rowniez geny sprzyjajace przezyciu komoérki odgrywajac kluczowa role w decydowaniu
o losie komorki utrzymujac rownowage homeostazy miedzykomorkowe;.

Pyroptoza: W 2015 roku zdefiniowano pyroptoze jako forme programowanej $mier¢ za posrednictwem
gasderminy (GDSMD). Nazwa ,,pyroptoza” wskazuje na wystapienie stanu zapalnego - gr. ,,pyro”
oznacza ogien, natomiast gr. ,,pfoza” oznacza opadanie lub obnizanie - odnoszac si¢ do procesu $mierci
komorkowej poprzez uwolnienie cytokin prozapalnych [85], [86]. Istnieje kluczowe podobienstwa
pomiedzy pyroptoza a apoptoza, takie jak wystapienie uszkodzenia DNA czy kondensacja chromatyny.
Z drugiej strony, obserwuje si¢ wiele roznic — np. komorki pyroptotyczne charakteryzuja sig
wystepujagcym obrzekiem, a przed peknigciem btony komoérkowej pojawiaja sie liczne wypustki
przypominajacych pecherzyki. W przypadku obu rodzajow $mierci istotng rolg odgrywa kaspaza-3 [78],
[87]. Szlak pyroptozy jest najczes$ciej aktywowany w odpowiedzi na infekcje, jednak moze by¢

zaangazowany w rozne procesy patologiczne czy immunologiczne. Pyroptoz¢ mozna wywotac
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poprzez aktywacje prokaspazy-1, ale rowniez za posSrednictwem innych kaspaz prozapalnych
(u ludzi kaspazy-4 1 kaspazy-5, a u myszy kaspazy-11). Aktywna kaspaza-1 aktywuje
prekursory interleukin (IL-1PB i IL-18) w biologicznie czynne formy. Kaspazy zapalne (z wyjatkiem
kaspazy-12) sa aktywowane w obrebie inflamasomu. Inflamasom to wielkoczasteczkowy kompleks
sktadajacy si¢ z biatek inicjujacych inflamasom (NLRP1 (ang. NLR Family Pyrin Domain
Containing 1), NLRP3 (ang. NLR Family Pyrin Domain Containing 3), NLRC4 (ang. NLR Family Pyrin
Domain Containing 4), AIM2 (ang. Absent In Melanoma 2) lub piryna) i kaspaz prozapalanych, ktorym
moze towarzyszy¢ biatko adaptorowe inflamasomu - ASC. Aktywacja kaspaz zapalnych zwigzanych
z inflamasomami napedza rozszczepienie czynnika propyroptotycznego - gasderminy D (GDSMD).
To generuje N-koncowy fragment (N-GDSMD), ktory oligomeryzuje tworzac pory na blonie komorki
gospodarza i wywolujac lize¢ komorki [88]. Rola biatka p53 w pyroptozie nie jest jeszcze w pehni
poznana, ale dostgpne badania sugeruja, ze moze ono wptywac na ten proces. Szczegdlnie nadekspresja
lub wyciszenie ekspresji genu 7P53 w komorkach niedrobnokomoérkowego raka phluca A549
odpowiednio wywotywala lub hamowata pyroptozg. Potwierdzono, takze interakcje pomig¢dzy p53 oraz
NLRP3. Poziom p53 byl podwyzszony podczas pyroptozy wywotanej przez lipopolisacharyd (LPS)
w linii komorkowej A549 [89]. Zespodt Profesora Rusina (NIO-PIB; Gliwice) wykazal, ze biatko p53
moze wplywa¢ na aktywacje kaspazy-1, a traktowanie komoérek mieszaning aktynomycyny D
i nutliny-3a zwigksza produkcje kaspazy-1 [10]. Powyzsze odkrycia jednoznacznie sugeruja wptyw
biatka p53 na stymulowanie pyroptozy w komoérkach nowotworowych.

Odporno$é¢ przeciwnowotworowa: Przeciwnowotworowa odpowiedZz immunologiczna jest jednym
z najwazniejszych  czynnikow  wplywajacych na  odpowiedz organizmu na leczenie
przeciwnowotworowe, czy rokowanie pacjentdéw nowotworowych. Odporno$¢ przeciwnowotworowa
jest stosunkowo nowym pojeciem opisujacym hipoteze ,,nadzoru immunologicznego” wedtug, ktorej
komorki odporno$ciowe rozpoznaja i eliminujg komorki nowotworowe. Uktad odpornosciowy nie tylko
eliminuje patogeny czy komorki nowotworowe, ale moze takze stymulowaé¢ kancerogeneze [90].
Zespot Galona zaobserwowal u pacjentdow chorych na raka jelita grubego, ze rodzaj, kumulacja
i lokalizacja komoérek odpornosciowych naciekajacych nowotwor jest silnie skorelowana z przezyciem
pacjentow [91]. Bialtko p53 takze bierze udziat w odpowiedzi immunologicznej przeciwnowotworowej
regulujac geny takie jak: TRAIL, DRS, TLR, FAS, ULBP1/2 czy STING [71].

Gen TRAIL (ang. TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand) jest docelowym genem p53, ktory ulega
ekspresji gtdwnie w komdrkach odpornosciowych (tj.: komorkach NK, limfocytach T, limfocytach NKT
(ang. Natural Killer T cells), komorkach dendrytycznych czy makrofagach) [92], [93]. Biatko TRAIL
posredniczy w apoptozie poprzez utworzenie kompleksu z receptorem DRS [94]. Jedng z kluczowych
funkcji TRAIL jest zdolno$¢ wywolywania apoptozy w komorkach nowotworowych jednocze$nie
chronigc komorki prawidlowe [92], [95]. Dlatego TRAIL stat si¢ przedmiotem badan jako potencjalny

cel w terapii przeciwnowotworowej [96], [97].
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Geny z rodziny TLR (ang. Toll-like receptor) sa gtdéwnie zaangazowane we wrodzong odpowiedz
immunologiczng i wyzwalaja synteze interferonu typu I (IFN) poprzez czynniki regulacyjne interferony
(ang. Interferon Regulatory Factor; IRF) [98]. Biatko p53 moze bezposrednio aktywowaé geny biatek
IRFS oraz IRF9 [99], [100]. IRF5 aktywuje transkrypcje gendw cytokin prozapalnych, ale rowniez moze
uczestniczy¢ w apoptozie komorek nowotworowych [101], [102], [103], [104]. W przypadku IRF9
uwaza sie¢, ze p53 moze sprzyja¢ aktywacji genéw interferondw w odpowiedzi na wirusy, jednak moze
takze promowac przezycie komorki nowotworowej poprzez zwigkszenie wydzielania IL6 i fosforylacje
biatka STAT3 (ang. Signal Transducer And Activator Of Transcription 3) [100], [105].

Receptor FAS jest receptorem $mierci, kodowanym przez gen aktywowany bezposrednio przez p53.
Ulega on ekspresji na powierzchni wielu komorek i indukuje apoptoze po zwigzaniu si¢ z ligandem
(FASLG). Powszechnie uwaza sig¢, ze ligand receptora FAS na limfocytach T posredniczy w aktywacji
$mierci komodrek swoiscie rozpoznawanych przez limfocyty [106].

Komorki NK wykazujg ekspresje receptorow NKG2D (ang. Natural Killer Group 2D), ktore wigza
si¢ z ligandami ULBP1/2 (ang. UL16-binding protein 1/2), ktore sa obecne na powierzchni komorek
nowotworowych. Natomiast ligandy ULBP1/2 to biatka, ktérych geny sa zalezne od p53 i uczestnicza
rozpoznawaniu komoérek docelowych przez komorki NK [107].

Biatko p53 odgrywa rowniez istotna role w sygnalizacji szlaku cGAS/STING, ktory jest swojego
rodzaju mediatorem stanu zapalnego, aktywowanym w odpowiedzi na obecno$¢ w cytoplazmie
wolnego DNA, pochodzacego od drobnoustrojow lub chromosoméw gospodarza [108].
Aktywowane biatko STING (ang. Stimulator Of Interferon Response CGAMP Interactor) wyzwala
fosforylacje biatka IRF3, a nastepnie aktywne biatko IRF3 w jadrze komorkowym aktywuje kaskade
genow biatek prozapalnych. Dochodzi takze do sygnalizacji szlakéw interferondw, ktore odgrywaja
kluczowa role w supresji nowotworu [109], [110]. Badania przeprowadzone przez grupe Profesora
Rusina (NIO-PIB; Gliwice) wykazaly, ze traktowanie komorek raka pluca mieszaning aktynomycyny D
i nutliny-3a przygotowuje komorki nowotworowe do wydzielania interferonow poprzez zwickszenie
ekspresji genu STING w sposob zalezny od p53 [10].

Podsumowujac, biatko p53 moze wplywaé¢ na odpowiedZz przeciwnowotworowsg poprzez
zwickszenie ekspresji genow aktywnych zarowno w komorkach nowotworowych, jak i w komérkach
immunologicznych. Biatko p53 moze wplywaé na szlaki IFN mogac przyczynia¢ si¢ do odpowiedzi
komoérek immunologicznych - nie tylko skierowanej na komorki nowotworowe, ale rowniez patogeny
[71]. Wpltyw na immunologiczng odpowiedz przeciwnowotworowa jest stosunkowo nowo poznang

funkcja biatka p53, ktorej poznanie wymaga szeroko zakrojonych badan.
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5. Mutacje genu 7P53

Po raz pierwszy mutacje somatyczne genu 7P53 zostaly opisane przez zesp6t Vogelsteina [111].
Wkrotce odkryto, ze gen TP53 jest jednym z najczesciej zmutowanych genéw obserwowany w wielu
réznych typach nowotworéw (mutacje wystgpuja w ok. 50% wszystkich nowotworow).
Najczesciej obserwuje si¢ mutacje w domenie wigzacej DNA pomiedzy resztami aminokwasowymi
102-292 (z 393 aminokwasow w biatku o pelnej dtugosci). Okoto 10% z nich to mutacje, ktore skutkuja
utratg prawidtowej funkcji i nie zostaje wytworzone funkcjonalne biatko (ang. loss of function
mutations), natomiast pozostate mutacje powoduja wytworzenie dysfunkcyjnego biatka (ang. missense
mutations). Utrata prawidtowej funkcji spowodowana mutacjami charakteryzuje si¢ zmniejszeniem
zdolnosci do specyficznego wigzania si¢ z DNA w miejscach posredniczacych w transkrypcji genow
regulowanych przez p53 [112]. Gtéwne typy mutantéw TP53 obejmuja: mutacje zmiany sensu, mutacje
skracajace, mutacje zmieniajgce ramke¢ odczytu oraz mutacje splicingowe. Mutacje zmiany sensu
powoduja podstawienie pojedynczych aminokwasow, co moze powodowac uzyskanie nowej funkcji,
ktora promuje powstawanie nowotworu (ang. gain of function mutations). Do takich mutantow naleza:
p53 R175H 1 R273H, ktére promuja inwazyjnos¢ i migracje komorek nowotworowych. Z kolei, mutacje
skutkujace skrocona forma biatka, np. w eksonie 6 genu 7P53, R196* oraz R213* sprzyjaja proliferacji
1 przerzutom komorek nowotworowych. Mutacje zmieniajace ramke odczytu sa spowodowane
delecjami lub insercjami nukleotydéw. Mutacje splicingowe zachodza w miejscu wycinania intronow,
co zmienia taczenie eksonow w obrobce postranskrypeyjnej. W genie 7P53 zachodza rozne mutacje
wywotane odrebnymi mechanizmami, ktére przyczyniaja si¢ do aktywacji procesu nowotworzenia
[113]. Przeprowadzone sekwencjonowanie genu 7P53 w materiale pochodzacym z roéznych typow
nowotworow wykazalo, ze zdecydowana wigkszo$¢ ze 190 aminokwasé6w w domenie wiazacej DNA
ulega mutacji. W przeciwienstwie do genu T7P53 wickszos¢ genoéw supresorowych ulega
w nowotworach inaktywacji poprzez rozlegte delecje lub mutacje punktowe, zmieniajace ramke
odczytu lub generujace kodony terminacji translacji [114].

Inne badania wskazujg, ze okoto 80% mutacji genu 7P53 wykazuje mutacje zmiany sensu, a ich
lokalizacje obserwuje si¢ w eksonach 5-8, ktére kodujag domene wiazacg DNA. Najczgstsze miejsca
wystepowania mutacji to: R175, G245, R248, R249, R273 oraz R282 s3 to tzw. ,,mutacje w goracych
punktach” (ang. hotspot mutations). Analiza bazy danych COSMIC wykazata, Ze najwigcej mutacji
punktowych to zamiana miejsc zasad azotowych guaniny (G) na adening (A) oraz substytucja cytozyny
(C) w tyming (T). Mutacje zmiany sensu dzieli si¢ zwykle na dwie kategorie. Jedng z kategorii
sg mutacje kontaktowe DNA i dotycza tych aminokwasow biatka p53, ktore bezposrednio stykaja sie
z DNA tj. mutanty R273H i R248Q. Drugg kategorig sa3 mutacje konformacyjne, ktoére wystepuja
w aminokwasach utrzymujacych poprawng struktur¢ domeny wigzacej DNA. W wyniku tych mutacji
powstaja czasteczki o tak zmienionym ksztalcie, ktore tracg zdolno$¢ swoistego wigzania si¢ z DNA

sa nimi na przykfad: mutanty R175H, Y220C czy R249S [113]. Mutacja Y220C jest specyficzng
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mutacjg, poniewaz dotyczy aminokwasu oddalonego od miejsca wigzania DNA w czgsteczce biatka
p53. Wykazano, ze niektdre sztucznie wytworzone czasteczki organiczne maja zdolno$¢ do wigzania si¢
w centrum hydrofobowym mutanta Y220C przywracajac w ten sposob poprawny ksztalt i funkcje biatka
p53 [57], [113], [115].

Mutacje w domenie transaktywacji transkrypcji znajdujacej si¢ na koncu aminowym powodujace
skrdocenie formy p53 wystepuja stosunkowo rzadko, poniewaz pojedyncza substytucja aminokwasowa
w tym regionie zwykle nie powoduje utraty funkcji biatka p53. Jednak wickszos¢ mutacji wystepujaca
w domenie wigzacej DNA prowadzi do inaktywacji jego funkcjonalnej formy. Znaczenie funkcjonalne
mutacji zalezy nie tylko od aminokwasu, ktory zostaje zmieniony, ale rowniez od rodzaju substytucji
aminokwasowej. Mutant p53 R175C zachowuje zdolno$¢ =zatrzymania cyklu komorkowego
oraz indukcji apoptozy, z kolei mutant pS3 R175D traci obie funkcje, natomiast mutant R175P traci
zdolno$¢ indukcji apoptozy, ale zachowuje zdolno$¢ zatrzymania cyklu komérkowego. Dzieje si¢ tak
prawdopodobnie dlatego, ze mutanty wybidrczo tracg zdolnos¢ aktywacji gendw odpowiedzialnych
za regulacje apoptozy lub/i przechodzenia przez cykl komérkowy [116]. Ponadto istnieja mutacje genu
TP53, ktore sprzyjaja tworzeniu agregatow p53, ktore sg wykrywalne m.in. w surowiczym raku jajnika,
raku jelita grubego czy prostaty o wysokim stopniu ztosliwosci; co powoduje utrate funkcji supresora

lub wzmocnienia funkcji sprzyjajacej procesowi nowotworzenia [113].
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6. Uklad doSwiadczalny — synergistyczna aktywacja szlaku p53 za pomoca
mieszaniny aktynomycyny D oraz nutliny-3a

Mieszanina aktynomycyny D i nutliny-3a (AN) synergistycznie aktywuje szlak p53 w roznych
liniach komoérkowych o dzikim statusie biatka p53, zar6wno nowotworowych i prawidtowych

(nienowotworowych); schemat dziatania mieszaniny przedstawiono na ryc. 4. [117], [118].
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Ryc. 4. Schemat dzialania mieszaniny AN, opis znajduje si¢ w tekscie ponizej. Wykonanie wlasne za pomoca programu
BioRender, na podstawie: [117].

Aktynomycyna D (ActD) jest lekiem przeciwnowotworowym, ktory hamuje syntez¢ RNA poprzez
wigzanie si¢ z resztami guaniny oraz hamuje zalezng od DNA polimerazg RNA typu I (RNA Pol )
produkujaca rybosomalne RNA. ActD w komodrkach nowotworowych dziata jako cytotoksyczny
induktor apoptozy wywotanej przez stres jaderka, ktory zwigzany jest z blokowaniem RNA Pol 1.
ActD powoduje fosforylacje p53, jednak doktadny mechanizm dziatania tego chemioterapeutyku
nie jest do konca poznany [10], [119]. Z kolei, wcze$niej wspominania nutlina-3a (mechanizm dziatania
opisany w rozdziale 1.3) zapobiega utworzeniu kompleksu MDM2/p53, co prowadzi do zwigkszonej
akumulacji p53 przez komorke [67]. Grupa Profesora Rusina (NIO-PIB; Gliwice) w swoich badaniach
przedstawila obserwacje, ktore jednoznacznie wskazuja, ze stosowanie kombinacji ActD oraz Nut3a
hamuje MDM2 i jednoczes$nie powoduje fosforylacje p53, miedzy innymi fosforylacje seryny 46 [117].
Fosforylacja Ser46 jest zwigzana z aktywacja proapoptotycznych wilasciwosci biatka p53 [120].
Zastosowanie osobno powyzszych zwiazkéw nie powoduje znaczacej fosforylacji Ser4o6.

W omoéwionych badaniach wykazano podwyzszong aktywacje¢ biatka p53 z fosforylowang seryna 46
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(Serd6) i wzrost poziomu biatek oraz mRNA kodowanych przez geny zalezne od p53 [117], [118].
Jednak mechanizm dziatania kombinacji aktynomycyny D oraz nutliny-3a nie jest w pelni poznany.

Jedna z hipotez zaklada, ze dziatanie kombinacji AN wynika z faktu, ze biatko MDM2 nie tylko
promuje degradacje p53 poprzez jego ubikwitynacje, ale rowniez okrywa jego domeng aktywacji
transkrypcji znajdujaca sie¢ na koncu aminowym. W fizjologicznych warunkach hamuje to zdolnos¢
biatka p53 do aktywacji transkrypcji. Nutlina-3a blokujac wigzanie MDM2 z p53 nie tylko
przeciwdziala  ubikwitynacji, ale rowniez moze przeciwdziata¢c okrywaniu = domeny
aktywacji transkrypcji. Aktynomycyna D takze stymuluje kinazy aktywujace p53 poprzez fosforylacje
jego domeny aminowej. Nutlina-3a blokujac MDM2 przeciwdziala okrywaniu p53, co daje
aktywowanym przez ActD kinazom tatwy dostep do p53 i aktywuje fosforylacj¢ wielu czasteczek tego
biatka, ktore sa w stanie silnie zaktywowac liczne geny uczestniczace w szlaku biatka p53.

Podobny do dziatania kombinacji AN efekt wykazuje lek przeciwnowotworowy, jakim jest
kamptotecyna (CPT), ktéra hamuje topoizomeraze 1. Dziatanie CPT zaktoca prawidlowa replikacje
i transkrypcje DNA indukujac apoptozg prowadzac do zahamowania proliferacji [121].

Stosowanie zardéwno CPT, czy mieszaniny AN sprzyja ekspresji genow zaleznych od biatka p53.
Dowiedziono, ze pod wptywem ww. substancji nastepuje aktywacja m.in genéw odpornosci wrodzone;j
czy zwigzanych z chorobg Alzheimera [10], [122]. Zastosowanie mieszaniny AN posiada t¢ zalete, ze
aktywuje liczne geny zalezne od p53, ktore nie podlegaja aktywacji przez inne powszechnie stosowane
czynniki stresu w badaniach nad biatkiem p53. Dzieki zastosowaniu kombinacji AN mozna

zidentyfikowac nowe geny podlegajace regulacji przez biatko p53.

7. Rola ukladu immunologicznego w eliminacji komorek nowotworowych

Uklad immunologiczny odgrywa kluczowa role w obronie organizmu przed komodrkami
zakazonymi przez patogeny, a takze komorkami nowotworowymi. Naturalng funkcja uktadu
odpornosciowego jest odporno$¢ przeciwnowotworowa (opisana wczesniej w rozdziale 1.4.), ktéra
obejmuje zaréwno elementy swoiste i nieswoiste. Do glownych komorek efektorowych ukladu
odpornosciowego o dziataniu przeciwnowotworowym naleza: komorki NK (ang. natural killer cells),
komorki dendrytyczne (ang. dendritic cells; DC), makrofagi, leukocyty wielojadrzaste
(ang. polymorphonuclear neutrophils; PMN — w tym neutrofile, eozynofile i bazofile), komorki tuczne
i cytotoksyczne limfocyty T (limfocyty Tc). Komoérki NK, DC, PMN, komorki tuczne i makrofagi
s pierwsza linig obrony w odpowiedzi na komoérki nowotworowe [123]. Komodrki nowotworowe na
swojej powierzchni czesto prezentujg czgsteczki CD47 (tzw. ,,czasteczki nie jedz mnie”), ktore blokuja
fagocytoze. Obecnie w terapii przeciwnowotworowe] probuje si¢ poszukiwac terapii blokujacych

antygeny CD47 [124].
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Dotychczasowy stan wiedzy wskazuje, ze uktad immunologiczny jest kluczowym mechanizmem
obrony organizmu przeciw nowotworom. Oddzialtywania pomigdzy uktadem odpornosciowym,
a komorkami nowotworowymi trafnie opisuje koncepcja ,,immunoredagowania nowotworu”.
Celem immunoredagowania jest stymulowanie lub modyfikacja odpowiedzi immunologicznej tak,
aby uzyska¢ odpowiedz przeciwnowotworowa. Rozréznia si¢ trzy gldwne etapy tego procesu:
eliminacje, rtOwnowage oraz ucieczke (ryc. 5.). W I etapie (eliminacja) uktad odporno$ciowy rozpoznaje
1 hamuje wzrost nowotworu indukujac $mier¢ komoérkowa. W etapie eliminacji uczestniczg komorki
cytotoksyczne, takie jak limfocyty T czy komoérki NK. Podczas etapu II (rownowaga) dochodzi
do przywrocenia rownowagi pomigdzy eliminacjag komorek nowotworowych, a ich powstawaniem.
Komorki nowotworowe moga ulec pewnym modyfikacjom genetycznym, aby unikna¢ nastepnego ataku
komorek uktadu odpornosciowego (selekcja klonalna nowotworowych komorek niewykrywalnych
przez uktad odpornosciowy). W ostatni etapie (ucieczka) komorki nowotworowe moga ,,wymknac si¢”
spod nadzoru immunologicznego. Woéwczas komorki nowotworowe moga nadal rozwija¢ mechanizmy
unikania reakcji odporno$ciowych poprzez modyfikacje antygenow na blonie komorkowej lub
wydzielanie  substancji  hamujacych  aktywno$¢  komorek  ukladu  odpornosciowego.
Skutecznie dziatajace komorki uktadu immunologicznego, eliminujac komorki nowotworowe na etapie

przedinwazyjnym nie dopuszczajac do trzeciego etapu immunoredagowania [125], [126], [127].

ELIMINACJA

UCIECZKA

ROWNOWAGA

Ryec. 5. Mechanizm immunoredagowania nowotworu. Opis znajduje si¢ w tekscie powyzej. Wykonanie wlasne za pomoca
program BioRender, na podstawie [125].
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7.1.  Rola komorek NK w odpowiedzi przeciwnowotworowej

Komoérki NK sa limfocytami o wyjatkowych wtasciwosciach, poniewaz ich cytotoksyczne dziatanie
nie wymaga wczesniejszej ekspozycji na antygen nowotworowy czy komorki zainfekowane wirusem.
Maja zdolno$¢ do spontanicznego zabijania komorek docelowych [128]. Komoérki NK stanowia
5-15% limfocytow w krwi obwodowej, a ich specyficzne formy wystepuja takze w tkankach
np. w endometrium macicy. Jedng z charakterystycznych cech morfologicznych komoérek NK jest
duza liczba ziaren azurofilnych, ktoére zawieraja perforyne, granzyne czy granulizyne. To dzigki tym
sktadnikom komorki NK posiadajg cytotoksyczne wiasciwosci umozliwiajace im niszczenie komorek
docelowych. Identyfikuje si¢ je na podstawie markeréw powierzchniowych: CD56 i CD16, ktérych
ekspresja umozliwia rozréznienie dwoch glownych subpopulacje komorek NK (ryc. 6.):

e O duzej ekspresji CD56, nie majace na powierzchni CD16 lub o niskiej ekspresji — subpopulacja

CDS56BRISHTCD 16"

e O umiarkowanej ekspresji CD56 i duzej ekspresji CD16 — subpopulacja CD56°™CD16".

Forma CD56P™CD16" stanowi 90% komorek NK we krwi, natomiast w weztach limfatycznych
dominuje subpopulacja niedojrzalych komorek NK CD56BRCHTCD16"- (prawdopodobnie ze wzgledu
na intensywniejszg produkcje cytokin). Uznaje si¢ populacje CD56P™CD16" za dojrzalsza, poniewaz
wykazuje silniejsza aktywnos¢ cytotoksycznos¢ czy zdolnos¢ do produkcji cytokin. Warto zaznaczyd¢,
ze populacja CD56"#"CD16" moze dojrzewaé do formy o wigkszej litycznosci - CD56P™CD16"
[129].
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Rye. 6. Subpopulacje komérek NK we krwi czlowieka: mniej dojrzate CD56BRISHTCD16"- oraz w pelni dojrzata
CD56P™MCD16*. W nawiasach zaznaczono czasteczki powierzchniowe o malej ekspresji i cytokiny wydzielane
w maty ilo§ciach. Opracowanie wlasne. Wykonane w programie BioRender na podstawie publikacji: [125], [130].

Ludzkie komorki NK rozwijaja si¢ gtownie w szpiku kostnym, jednak mogg dojrzewac¢ w tkankach
poza szpikowych tj. migdatki i wezly chlonne. Bazujac na zdolno$ci do przeksztatcania si¢ komorek
NK w sprzyjajacych warunkach Freud i Caliguiri przedstawili liniowy model rozwoju i dojrzewania
ludzkich komoérek NK [130], [131]. Jak wszystkie leukocyty komoérki NK wywodza si¢ z komorek
macierzystej hematopoetycznej (HSC; ang. hematopoietic stem cell). Nastgpnie HSC przeksztalca sig
w wspolng (dla limfocytow B, limfocytow T i komorek NK) komorke progenitorowa limfopoezy.
Nabycie fenotypu IL-1R1/CD122 oznacza, ze komorka przeksztalci si¢ w prekursorowg komorke NK,
a proces ten jest nieodwracalny. Roznicowanie si¢ komérek NK w dalsze formy wymaga wplywu
cytokin z ktérych najwazniejsza jest IL-15 (ryc.7.). Komorki te dojrzewaja najpierw do komoérek NK
CD56BRIGHT "3 nastepnie mogg przeksztatca¢ sie w NK CD56°™ [131], [132]. Niewiele wiadomo
o pochodzeniu adaptacyjnych (pamigciowych) komorek NK. Sugeruje si¢, ze wywodza si¢
z cytotoksycznych komorek NK (¢NK) - CD56BRCHT graz CD56P™. Koncepcja adaptacyjnych komorek
NK sugeruje, ze wykazujg one niskg ekspresj¢ CD56, ale podobnie jak limfocyty T i B maja zdolno$¢
»zachowania” pamig¢ci immunologicznej. Istniejg poszlaki sugerujace, ze watroba moze by¢ miejscem
»gromadzenia” pamigci przez komorki NK, poniewaz jest to narzad gdzie komorki NK czesto integruja
z patogenami w sprzyjajagcym mikro§rodowisku. Gtéwng roéznicg adaptacyjnych komorek NK, a cNK
jest ,,pamie¢” ponownej ekspozycji na cytokiny. Adaptacyjnej komoérki NK wykazuja wigksza

produkcje interferonu-y. Jednak mogg wykazywaé na swojej powierzchni inne receptory od cNK [130].
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Nalezy jednak podkresli¢, ze badania nad adaptacyjnymi komoérkami NK sg nadal w toku, a petny zakres

ich funkcji i roli w obronie immunologicznej wymaga lepszego zrozumienia.
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Ryec. 7. Dojrzewanie komoérek NK. Opracowanie wiasne wykonane w programie BioRender, na podstawie zrodet: [132],
[133].

7.2.  Aktywnos$¢ cytotoksyczna komérek NK

Do czynnikow aktywujacych i sprzyjajacych proliferacji komorek NK zalicza si¢ glownie [L-2, ale
takze: IL-12, IL-15, IL-18 oraz IL-21. Cytotoksyczna odpowiedz komorek NK moze by¢ aktywowana
bezposrednio lub posrednio. Komoérki NK majg na swojej powierzchni liczne receptory, a ich aktywnos¢
lityczna jest wypadkowa dzialania receptorow aktywujacych i hamujacych (ryc.8.). Do receptorow
aktywujacych naleza receptory z nadrodziny czasteczek immunoglobulinopodobnych. Rozpoznaja one
epitopy w tancuchu a klasycznych czasteczek MHC klasy I np.: KIR, NCR, NKp46, NKp44 itd.
Natomiast do receptoréw hamujacych zaliczamy receptory lektynowe rozpoznajace nieklasyczne
czasteczki MHC klasy I np.: CD94/NKG2, NKR-P1 (CD161) [133]. W zaleznosci od tego, ktore
z sygnalow przewazajg komorka docelowa jest oszczedzana, badZz eliminowana. Sygnaly hamujace

dominujg w zdrowym organizmie.
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Ryc. 8. Model aktywacji cytotoksycznych funkcji komérek NK w zaleznosci od przewagi sygnalow z receptorow —
hamujacych lub aktywujacych. (A) Kiedy dominuje ekspresja receptorow hamujacych komorka docelowa zostaje oszczgdzona,
poniewaz nie dochodzi do aktywacji cytotoksycznych wtasciwosci komorek NK. (B) Jednak kiedy komoérka docelowa ulegnie
infekcji, badz transformacji - wowczas przewazajg sygnaty aktywujace - dochodzi do uwolnienia cytokin przez komorki NK
i eliminacji komorki docelowej. (C) Natomiast, kiedy ligandy MHC klasy I receptorow ulegaja obnizeniu, co czgsto wystepuje
w komorkach nowotworowych dochodzi do utraty sygnatdow hamujacych i komérki NK moga wyeliminowaé komoérke
docelows. Wykonanie wlasne w programie BioRender na podstawie publikacji: [134].

Ligandami dla receptorow komorek NK sg rowniez czasteczki MHC klasy I. Ich ekspresja jest
informacja dla komoérek NK, ze dana komorka jest prawidlowa i nie powinna zosta¢ zaatakowana
(ryc.8.). Jest to podstawowy proces umozliwiajacy zachowanie homeostazy [128], [135]. Badania nad
mechanizmami aktywujacymi i hamujacymi cytotoksyczne dziatanie komoérek NK oraz ich interakcji
z r6znymi komoérkami i czasteczkami stanowig istotny obszar badan w immunologii.

Komoérki NK aktywowane sg poprzez interleukiny, migdzy innymi IL-15, ale takze IL-2 i IL-12.
Bezposrednio hamujaco na aktywno$¢ NK wptywa prostaglandyna PGE, (wydzielana przez monocyty
czy makrofagi), ale takze kortyzol (hydrokortyzon). Po aktywacji komorki NK ulegajg degranulacji,
a nastepnie tworza synaps¢ immunologiczng z komorka docelows. Utworzenie synapsy powoduje
uwolnienie perforyn i granzymow (z ziaren azurofilnych), ktore po wniknieciu do wnetrza komorki
docelowej aktywuja kaspazy inicjujac kaskade zdarzen, ktére prowadzg do indukcji apoptozy.
Apoptoza inicjowana przez komérki NK moze by¢ takze stymulowana poprzez produkcje

TNF-a Iubbezposredni kontakt komoérka-komorka za posrednictwem aktywacji szlakow TRAIL
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i FAS [136], [137]. Komorki NK w obecno$ci komorki nowotworowej zwigkszajg ekspresje ligandow
$mierci (tj. FAS i TRAIL) oraz wytwarzanie cytokin, takich jak interferon-y.

Aktywacja posrednia komoérek NK zachodzi za posrednictwem mechanizmu zaleznego
od przeciwcial - ADCC (ang. antibody-dependent cellular cytoxicity). W ADCC przeciwciata
monoklonalne skierowane przeciwko antygenom prezentowanym na powierzchni komorek
nowotworowych rekrutuja komorki NK poprzez interakcje FcyR-Fc, co prowadzi do aktywacji
komorek NK [138].

7.3.  Rola komérek NK w immunoterapii

Dowiedziono, ze wystepowanie zwickszonej liczby komoérek NK w krwi obwodowej koreluje
z lepszym rokowaniem w przypadku czerniaka, raka piersi, raka prostaty czy raka jelita grubego [139],
[140], [141], [142]. Z tego wzgledu komorki NK sg wykorzystywane jako komorki terapeutyczne
np. CAR-NK (ang. chimeric antigen receptor natural killer cells). Wiaczenie ekspresji chimerycznych
receptorow antygenéw na powierzchni komoérek NK zapewnia mozliwo$¢ wzmocnienia ich
wrodzonego potencjatu cytotoksycznego wzgledem komorek nowotworowych [143]. W prowadzonych
obecnie badaniach nad immunoterapia nowotworow wykorzystywana jest komercyjnie dostepna linia
komoérek NK-92, ktéra zostata wyprowadzona z komorek NK mezczyzny rasy kaukaskiej
chorujacego na ztosliwego chtoniaka nieziarniczego. Komorki linii NK-92 posiadajg zaréwno cechy
komorek NK, czyli cytotoksyczno$¢ 1 zdolnos¢ wytwarzania cytokin, jak 1 cechy komorek
nowotworowych, tj. nieograniczony potencjat replikacyjny. Linia NK-92 wykazuje fenotyp populacji
CD56BRIGHTCD16KIR™ zalezny od IL-2, ale charakteryzuje si¢ wysokg cytotoksyczno$cig wobec
komoérek nowotworowych charakterystyczng dla fenotypu CD56°™CD16°. W komoérkach NK-92
nie dochodzi do ekspresji hamujgcych receptorow KIR przy zachowaniu wysokiej ekspresji receptorow
aktywujacych. Linia NK-92 dostepna jest w zasobach banku komdrkowego ATCC (ang. American Type
Culture Collection) od 1998 roku. Obecnie jest rowniez wykorzystywana w leczeniu pacjentow

onkologicznych na catym $wiecie [144].
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8. Szlaki interferonowe

Aktywacja p53 w prawidtowych lub nowotworowych komadrkach poddanych stresowi prowadzi do
wzrostu produkcji biatek powierzchniowych (tj. MHC klasy I czy ligandow NK2D), co sprawia, ze
komorka staje si¢ tatwiejszym celem dla komérek NK. Takimi biatkami powierzchniowymi sa ligandy
dla aktywujacych receptorow komorek NK oraz receptor liganda FAS. Z drugiej strony, komérki NK
po kontakcie z komdrkami nowotworowymi wydzielaja interferon-y. W pewnych fizjologicznych
warunkach komorka nowotworowa lub prawidlowa moze by¢ poddana dziataniu zaréwno
interferony-y oraz innych cytokin z tej grupy czy dziataniu czynnikow aktywujacych biatko p53 [71].

Interferony (IFN) to klasa cytokin, ktore sa wytwarzane i wydzielane przez rézne komorki
w odpowiedzi na zakazenie patogenami. IFN zostaly odkryte przez Alick’a Isaacs’a i Jean’a
Lindenmann’a [145]. Wyroznia si¢ trzy typy IFN, ktére pelnia kluczowa funkcje w reakcjach
odpornosciowych (ryc. 9.). Do IFN typu I zalicza si¢ m.in. IFN-a czy IFN-B; ktére wydzielane sg przez
komorki biorace udziat w odpornos¢ wrodzonej (np. komoérki dendrytyczne, makrofagi - cho¢ uwaza
si¢, ze wszystkie komorki sa zdolne do produkcji tych cytokin). Do II typu IFN zalicza si¢ IFN-y, ktory
jest wydzielany przez komorki NK, limfocyty T oraz najsilniej przez makrofagi. IFN typu III
(znane takze jako IFN-A) wytwarzany sa gtownie przez komorki nabtonkowe [146].
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Ryec. 9. Szlaki sygnalowe zalezne od interferonow. Opis znajduje si¢ w tekscie ponizej. Opracowanie wlasne w programie
BioRender na podstawie publikacji [147].
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Wszystkie typy IFN sg zdolne do aktywacji szlaku JAK/STAT (ang. Janus kinases (JAK);
ang. signal transducer and activator of transcription proteins (STAT)), ktory jest jednym z kluczowych
szlakow przekazywania sygnatéw z receptorow cytokinowych w komorkach (ryc.9.). Receptory IFN sg
heterodimerami, ktére sktadajg si¢ z dwoch réznych podjednostek. IFN-a oraz IFN-f wiaza si¢ do
receptora zbudowanego z podjednostek IFNARI (ang. Interferon Alpha And Beta Receptor Subunit I)
1 IFNAR?2 (ang. Interferon Alpha And Beta Receptor Subunit 2). IFN-y wiaze si¢ z receptorem ztozonym
z podjednostek IFNGR1 (ang. Interferon Gamma Receptor 1) i IFNGR2 (ang. Interferon Gamma
Receptor 2). Natomiast receptor IFN-A sktada si¢ z podjednostek: IFNLR1 i IL-10RpB. Po zwigzaniu
z receptorem obecnym w btonie komorkowej dochodzi do aktywacji kinazy tyrozynowej JAK, ktora
fosforyluje biatka STAT. Nastepnie biatka STAT lacza si¢ ze sobg tworzac homodimery lub
heterodimery. W przypadku IFN-a, IFN-f oraz IFN-A, powstaty kompleks przytacza si¢ do biatka IRF9
(tworzac tzw. czynnik transkrypcyjny ISGF-3 (ang. interferon stimulated gene factor-3)), a nastgpnie
do DNA. Powstaly kompleks biatek STAT transportowany jest do jadra komérkowego wigzac si¢ z DNA
regulujac transkrypcje genow stymulowanych przez interferon (ang. IFN-stimulated genes; ISG) [147].

Geny uczestniczgce w szlaku interferon typu I zawierajg sekwencj¢ zwang ISRE (ang. interferon
sensitive response element), do ktorej przylacza si¢ ISGF-3 stymulujac ich ekspresje. Z kolei, geny
uczestniczace w szlaku IFN-y zawierajg sekwencje zwang GAS (ang. gamma activated sequences),
do ktorej przylacza si¢ homodimer ufosforylowanego biatka STAT1. CzeS$cia wspolng szlaku
sygnalizacyjnego zaleznego od interferonéw typu I oraz IFN-y jest biatko STATI1. Podlega ono
aktywujacej fosforylacji aminokwasu tyrozyny 701 (Y701) zar6wno w odpowiedzi na interferony typu I
jak 1 interferonu-y. W odpowiedzi na interferony typu I fosforylowany STAT1 tworzy heterotrimer
ze STAT2 i IRF-9 wigzac si¢ z ISRE, natomiast w odpowiedzi na interferon-y fosforylowany STAT1
tworzy homodimer i wigze si¢ z sekwencjg GAS. Jak kazdy szlak sygnatowy rowniez szlak aktywowany
przez interferony podlega negatywnej regulacji. W negatywng regulacje szlaku JAK/STAT sa
zaangazowane bialka z rodziny PIAS (ang. Protein Inhibitor of Activated STAT), rodziny CIS/SOCS
(ang. Cytokine-Inducible SH2-containing protein (CIS); Suppressor of Cytokine Signaling (SOCS))
oraz biatka PTP (ang. Protein Tyrosine Phosphatase) [147], [ 148].
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II. Cele i teza badan

Aktualny stan wiedzy:

Gen TP53 kodujacy biatko p53 jest znany jako ,,straznik genomu”, a geny i biatka zaangazowane
w jego szlak uczestnicza w niemal kazdym procesie komorkowym. Mimo, iz biatko p53 jest badane
od 40 lat i poczyniono nowe spostrzezenie na temat mechanizmoéow regulacyjnych tego biatka to wcigz
nie poznaliSmy dokladnego obrazu jego funkcjonowania. Biatko p53 uczestniczy w odpowiedzi
przeciwnowotworowej, a gen TP53 jest jednym z najczgsciej zmutowanych genéw w chorobie
nowotworowej [57], [71]. Mimo iz literatura naukowa sugeruje, ze biatko p53 moze regulowac
odporno$¢  przeciwnowotworowa to wspomniany obszar nie jest w pelni poznany.
Dotychczasowe badania grupy Profesora Rusina (NIO-PIB Gliwice) wskazuja, Zze mieszanina
aktynomycyny D inutliny-3a (AN) umozliwia aktywacj¢ biatka p53 w liniach komoérkowych
wykazujacych dziki status genu 7P53. Konsekwencja tej stymulacji jest wzrost ekspresji wielu genéw
regulowanych przez p53, ktorych zaleznosci od tego biatka dotad nie poznano. Wiele z tych gendéw
koduje biatka odpornosci wrodzonej w tym biatka, ktore reguluja aktywnos¢ komorek NK (natural
killers) oraz aktywno$¢ szlakow sygnalizacyjnych prowadzacych do ekspresji gendéw interferonow
(IFN) jak i takich, ktéore moduluja odpowiedz komoérki na dziatanie tych cytokin [10], [149].
Stad prowadzenie badan w tym kierunku wydaje si¢ konieczne i tym samym w ramach realizacji
niniejszego projektu doktorskiego podjeto probe lepszego zrozumienia roli biatka pS3 w odpornosci

przeciwnowotworowe;.

Teza pracy doktorskiej:

Przeciwnowotworowe biatko p53 wptywa na dziatanie uktadu odpornosciowego poprzez regulacje
aktywnos$ci gendéw i biatek sprawiajac, ze komorki nowotworowe sg efektywniej zwalczane przez

komorki uktadu immunologicznego wykazujace dziatanie cytotoksyczne.

Cele pracy doktorskiej:

1. Sprawdzenie, czy geny aktywowane przez mieszaning AN w co najmniej dwoch liniach
komoérkowych i kodujace biatka uktadu odpornosciowego sg kontrolowane przez p53.

2. Przetestowanie wptywu p53 na dziatanie wybranych sekwencji regulacji transkrypcji pochodzacych
z genow SLAMF7, KLRG2 oraz NCR3LGI.

3. Ocena wptywu wybranych chemioterapeutykdéw na ekspresj¢ genu SLAMF'7, kodujacego biatko
aktywujace cytotoksyczne komorki NK.

4. Ocena wplywu mieszaniny AN i biatka p53 na zdolno$¢ komodrek NK do niszczenia komorek
nowotworowych.

5. Poznanie wptywu biatka p53 na ekspresje genow stymulowanych IFN-a lub IFN-y.
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III. Materialy i metody

1. Linie komorkowe

Materiat badawczy stanowity ludzkie linie komoérkowe charakteryzujace si¢ odmiennym statusem

genu TP53 - opisany na podstawie informacji z bazy danych COSMIC (ang, Catalogue Of Somatic

Mutations In Cancer) [150]. Status ekspresji genu 7P53 oznaczono nastgpujgco: WT —dziki status 7P53

(ang. wild type); MUT — mutacja genu TP53 (ang. mutation); DEL - delecja genu TP353 (ang. deletion).

Wigkszo$¢ wykorzystanych linii pochodzi z banku ATCC (ang. American Type Culture Collection),

natomiast linie UD-SCC-2 oraz UM-SCC-47 pochodza z repozytorium Pani Profesor Theresy L.

Whiteside z University of Pittsburgh Cancer Institute.

Tab. 1. Ludzkie nowotworowe linie komorkowe stanowigce material niniejszego projektu doktorskiego.

Rodzaj
Numer kat. | Nazwa linii | Tkanka/ Rodzai Nowotworu Status mutacji Rodzaj
ATCC komoérkowej narzad J TP53 genu hodowli
TP53
CCL-185 A549 ptuco niedrobnokomérkowy WT - adherentne
rak ptuca
CRL-1848 | NCI-H292 pluco niedrobnokomérkowy WT - adherentne
rak ptuca
HTB-177 | NCI-H460 ptuco niedrobnokomérkowy WT - adherentne
rak ptuca
CRL-5803 | NCI-H1299 | plico | Medrobnokomérkowy | e del. | adherentne
rak ptuca
CRL-5807 | NCI-H358 | phico | Medrobnokomérkowy | pp del. | adherentne
rak ptuca
HTB-96 U-2 OS kos¢ kostniakomigsak WT - adherentne
HTB-85 Saos-2 kos¢ kostniakomigsak DEL del. adherentne
. . c.
CCL-243 K562 szpik przewlekla bialaczka MUT | 406 407 | zawiesinowe
kostny szpikowa insC
CCL-240 HL60 krew ostra biataczka DEL del. zawiesinowe
promielocytowa
krew ostra biataczka z c. 586 L
TIB-152 Jurkat obwodowa limfocytow T MUT CosT zawiesinowe
CRL-1739 AGS zotadek rak gruczotowy zotadka WT - adherentne
CRL-1619 A375 skora czerniak ztosliwy WT - adherentne
CRL-2807 WM35 skora czerniak WT - adherentne
CRL-2809 WM278 skora czerniak WT - adherentne
CRL-2806 WM793 skora czerniak WT - adherentne
i plaskonabtonkowy rak c. 743
HTB-43 FaDu gardto sardia dolnego MUT GsT adherentne
UD-SCC-2 | jama ustna | Ptaskonablonkowy rak WT - adherentne
jamy ustnej
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ptaskonablonkowy rak

. WT - adherentne
Jezyka

UM-SCC-47 |  jezyk

Tab. 2. Ludzkie linie komdorkowe o wiasciwosciach komorek prawidlowych wykorzystane w ramach projektu doktorskiego.

Numer kat. | Nazwa linii | Tkanka/ Rodzai komérek Status rizgz:?i Rodzaj
ATCC | komérkowej | narzad J TP53 ! hodowli
genu TP53
CRL-2407 NK-92 krew Naturalni zabojcy MUT | c.976 G>T | zawiesinowe
obwodowa | (ang.Natural Killer)
CCL-156 RPMI 1788 Obvl\(/roe(;(v)wa Limfocyty B WT - poélzawiesinowe
Tab. 3. Prawidlowa linia ludzkich komoérek wykorzystana w projekcie doktorskim.
Numer kat. | Nazwa linii | Tkanka/ . . Status Rodza_J_ Rodzaj
7 . Rodzaj komorek mutacji .
(bank) komorkowej | narzad TP53 hodowli
genu TP53
CVCL_7467
(Coriell Cell | GMm07492 skéra Prawidlowe WT - adherentne
Repositories, fibroblasty
Camden)

Wykorzystano takze linie komoérkowe, w ktorych obnizono ekspresje genu 7P53 (A549, U-2 OS
oraz NCI-H460) z wykorzystaniem metody CRISPR/Cas9 (ang. Clustered Regulatory Interspaced Short
Palindromic Repeats); linie komorkowe uzyskane przez dr Barbarg Lasut-Szyszka (NIO-PIB, Gliwice).
Za pomoca tej samej metody wyprowadzono linie A549 z obnizona ekspresja genu SLAMF7

(proces uzyskania linii z wyciszeniem ekspresji wybranych genow opisano w rozdziale I11. 3.2).

1.1. Hodowla komorkowa w warunkach in vitro

Hodowle komorkowe prowadzono w warunkach in vitro w inkubatorze (Galaxy RS Biotech,
Richmond Scientific) w standardowych warunkach: temperatura 37°C, z atmosfera 5% CO; oraz
wilgotnos¢ 95%. Do hodowli ww. linii komorkowych stosowano komercyjnie dostgpne pozywki
hodowlane (Biowest lub Sigma) wraz z suplementami (EurX oraz Gibco) majacymi na celu
wzbogacenie pozywki (wykaz pozywek hodowlanych wraz z suplementacjg przedstawiono w tab. 4.).
Wszystkie media hodowlane przygotowywano w sterylnych warunkach z wykorzystaniem komercyjnie
dostepnych zestawow filtracyjnych PES o wielkosci poréow 0,2 um (Sarstedt) i przechowywano zgodnie
z zaleceniami producenta.

Tab. 4. Tabela przedstawia wykaz pozywek wraz z suplementacja stosowang do hodowli komoérek przedstawionych
w tab. 1-3.

Nazwa linii A A ] N
| b Rodzaj pozywki Suplementacja pozywki
- 10% ptodows surowicg cielecg (ang. Fetal
DMEM (ang. Dulbecco's Modified Bovine Serum, FBS)
A549, U -2 OS, e’ - o) . . . .
NCI — H292 Eagle's Medium) - 1% mieszanina antybiotykow penicyliny-
1 g/1 L glukozy streptomycyny (Pen-Strep)

- 10% FBS
- 1% Pen-Strep
- 2 mM L-glutamina
-1 mM pirogronianu sodu

RPMI 1640 (ang. Roswell Park
NCI — H460 Memorial Institute)
4.5 g/1 L glukozy
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NCI — H1299,
NCI-H358, K562,
Jurkat, WM35,

RPMI 1640

- 10% FBS

1g/1L glukozy

WM793B, 1g/1L glukozy - 1% Pen-Strep
UD-SCC2,
UM-SCC47
RPMI 1788, RPMI 1640 - 20% FBS
WM278 1 g/1 L glukozy -1% Pen-Strep
IMDM (ang. Iscove's Modified oo
HL60 Dulbecco Medium) _1%2 (I)Dfn-FSEi?e
1g/1 L glukozy P
AGS, Saos-2 McCoy’s - 10% FBS
1g/1L glukozy - 1% Pen-Strep
- 10% FBS
A375 DMEM - 1% Pen-S
459/1L glukozy o Pen-Strep
' - 4,5 g/l glukozy
MEM (ang. Minimum Essential
FaDu ( e diom) - 10% FBS
19/1 L glukozy - 1% Pen-Strep
GMO07492 DMEM - 15% FBS
19/1L glukozy - 1% Pen-Strep
-12,5% FBS
-12,5% surowicy konskiej (ang. Horse
NK-92 RPMI 1640 serum)

- 1% Pen-Strep
- 2 mM L-glutamina
-1 mM pirogronianu sodu
- 1000 U interleukiny 2 (IL-2) (BioLike)

Hodowle komorek adherentnych utrzymywano w pojedynczej warstwie, w przeznaczonych dla tego

rodzaju komorek butelkach hodowlanych o powierzchni 25 cm? lub 75 cm? (Sarstedt). Po osiggnigciu
ok. 80% konfluencji warstw¢ komodrek z dna naczynia odklejano z wykorzystaniem 0,05%
Trypsyny/EDTA (Merck). Po usunigciu pozywki z butelki hodowlanej komorki przeplukiwano
sterylnym buforem PBS. Nastepnie inkubowano je z trypsyng w 37°C do momentu oderwania si¢
komorek od podtoza. Inaktywowano trypsyne 3-krotng objetoscia pozywki hodowlanej z 10% FBS.
W celu usunigcia trypsyny uzyskang zawiesing komorkowa wirowano przy 1200 obrotow na minute
(ang. revolutions per minute; rpm) przez 2 minuty w RT (ang. room temperature), a komorki zawieszano
w $wiezej porcji pozywki. Adherentne linie komorkowe utrzymywano w warunkach hodowlanych
w konfluencji od 10 do 100%. Linie zawiesinowe zawieszano w pozywce, a ich liczbg okreslano
w komorze Biirker’a. Komorki zawiesinowe wirowano w ww. warunkach i1 utrzymywano w gestosci
ok. 50 000 komérek na 1 ml pozywki.

Komorki bankowano w przeznaczonej do tego pozywece, ktora zawierata 90% FBS oraz 10%

dimetylosulfotlenku (DMSO; Merck) i przechowywano w oparach ciektego azotu.

43



1.2. Przygotowanie chemioterapeutykow i stresorow

Na podstawie kart charakterystyk substancje rozpuszczano we wilasciwym rozpuszczalniku

1 przechowywano zgodnie z zaleceniami producenta (tab. 5). Wybdr stezenia koncowego ponizszych

substancji zostal ustalony przez dr Matgorzate Krzesniak (NIO-PIB, Gliwice) na podstawie warto$ci

IC50 (ang. inhibitory concentration) otrzymanych za pomoca testow sprawdzajacych aktywno$¢

metaboliczng. W przypadku interferonu-al i interferonu-y stosowane dawki ustalono w ramach cyklu

eksperymentdéw ,,odpowiedzi linii komoérkowych na rézne stgzenia dawek”. Koncowe stezenia

przygotowywano bezposrednio przed eksperymentem w pozywce hodowlane;.

Tab. 5. Charakterystyka stresor6w wykorzystanych w badaniach.

Nazwa stresora Firma Rozpuszczalnik Stezenie Stezenie koncowe
wyjsciowe
Aktynomycyna D Merck DMSO 10 uM 5nM
Nutlina-3a Selleck Chemicals DMSO 10 nM 5uM
Kamptotecyna Calbiochem-Merck DMSO 10 mM 5uM
Polioksyetylowany
) olej rycynowy
rycynooleinian)
i etanol.
Etopozyd Ebewe Pharma Alkohol benzylowy 34 mM 15 uM
i etanol
Cis-platyna Ebewe Pharma ng%,ilozct‘l"’orze 3,33 mM 10 uM
a
Interferon-al Cell Signalling PBS 75 pg/ml 1-2 ng/ml
(IFN-a1)
'”Eflgﬁror;'\( Cell Signalling Woda dejonizowana 100 pg/ml 1-2 ng/ml
il
Ligand FAS i Woda dejonizowana 50 25-50n
(FASLG) ACROBIosystems J ng g
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2. Sklad wykorzystanych buforéw oraz zeli do elektroforezy

Wszystkie odczynniki wykorzystywane do przygotowania buforow i zeli w niniejszej pracy

doktorskiej sa komercyjnie dostepne m.in. w ofercie firm: Merck, Roth Polska, Chempur i Bio-Rad.

Przedstawione ponizej roztwory byly przygotowywane z wykorzystaniem wody dejonizowanej,

oczyszczonej przez filtry Mili-Q plus (Milipore). Przygotowane bufory byly filtrowane przez

komercyjnie dostepne saczki filtracyjne (Sarstedt).

Tab. 6. Sktady buforow, zeli oraz pozywki do hodowli bakterii.

BUFORY

Nazwa buforu

Skiad buforu

Bufor TBE

89 mM Tris base
89 nM kwas borowy
2 mM kwas wersenowy (EDTA), pH= 8,0

Woda traktowana DEPC (ang. DEPC-
treated water)

1 L woda dejonizowana
0,1 % piroweglan dietylu (DEPC)

Bufor TBE do
oceniajacej jakos¢ RNA

elektroforezy

89 mM Tris base

89 nM kwas borowy

2 mM kwas wersenowy (EDTA), pH= 8,0
~ do 1L woda traktowana DEPC

Bufor obcigzajacy stosowany do
elektroforezy kwasow nukleinowych

4 M mocznik

50% roztwor sachorozy

0,05 M kwas wersenowy (EDTA), pH=7,0
0,1% bigkit bromofenolowy

PBS pH 7,4

134 mM chlorek sodu (NaCl)
2,7 nM chlorek potasu (KCI)
10 mM wodorofosforan sodu (Na;HPOQOs,)
2 mM diwodorofosforan sodu (KH2PO4)

PBST

Bufor PBS
0,1% Tween 20

Bufor IP (ang. Immunoprecipitation
Buffer) stosowany do lizy komorek

50 mM Tris-HCI pH=8.0
120 mM chlorek sodu (NaCl)
0,5% Nonidet P40 (NP40)
Inhibitory proteaz:
= 2.5 ng/ul leupeptyna
= 250 mM PMSA
= | pg/wul apoliproteina
= | ng/pl pepstatyna A
Inhibitory fosfataz

3x bufor Laemmliego

450 mM Tris pH=6,8

6% dodecylosiarczan sodu (SDS)

30% glicerol

0,01% btekit bromofenolowy

Przed uzyciem dodawano -merkaptoetanol, ktory stanowit
7,5% koncowej objetosci

Bufor do elektroforezy biatek

250 mM Tris base
192 mM glicyna
0,1% dodecylosiarczan sodu (SDS)

Bufor do elektrotransferu

25 mM Tris base
192 mM glicyna
20% metanolu

Roztwor barwienia

komorek

gencjany do

0,01% gencjany
Woda dejonizowana

Pozywka Luria-Bertani Broth (LB)

1% bakto-trypton
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0,5% ekstrakt drozdzowy
1% chlorek sodu (NaCl)
2% Tris- HCI

Podtoze do hodowli bakteryjnej

1,5% agar
100 pg/ml amplicylina
Pozywka LB

ZELE DO

ROZDZIALU ELEKTROFORETYCZNEGO

Rodzaj zelu

Sklad zelu

1-3% zel agarozowy

1-3% agarozy
TBE/TBE przygotowany z wodga traktowang DEPC
0,8 ug bromek etydyny

8-13% zel akrylamidowy, o 8-13% roztwor akrylamidu:bisakrylamidu (29:1)
rozdzielajacy e 375mM TrispH =8.8

e 0,1% SDS

e 0,1% APS

e 0,1% TEMED (ang. N,N,N',N' tetramethylethylenediamine)
5% zel akrylamidowy, zaggszczajacy ® 5% roztwor akrylamidu:bisakrylamidu (29:1)

e 130mM TrispH =6.8

e 0,1% SDS

e 0,1% APS

e 0,1% TEMED
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3. Obnizenie ekspresji wybranych genéw z wykorzystaniem mechanizmu
CRISPR/Cas9

W wybranych liniach komorkowych (tj. A549 gen SLAMF7; NCI-H460 gen TP53) obnizono
ekspresje gendw za pomocg techniki CRISPR/Cas9, w tym celu uzyto plazmidéw Double Nickase
(Santa Cruz Biotechnology; informacje o uzytych plazmidach przedstawiono w tab. 7).
CRISPR/Cas9 jest wszechstronnym narzedziem umozliwiajagcym m.in. edycj¢ genomu w komorkach
eukariotycznych. Nukleaza Cas9 jest kierowana na docelowe loci przez 20 pz sekwencj¢ przewodnika
RNA (gRNA, ang. guide RNA). Kiedy komplementarna sekwencja zlokalizuje miejsce wigzania
dochodzi do dwuniciowego pekniecia nici (DSB, ang. Double-strand DNA Break). W odpowiedzi na
DSB aktywowany zostaje system naprawy DNA poprzez scalenie nichomologicznych koncow DNA
(NHEJ, ang. non-homologous end joining), co skutkuje przesunigciem ramki odczytu i finalnej syntezy
dysfunkcyjnego biatka [151].

Plazmidy Double Nickase (DN) z firmy Santa Cruz Biotechnology w swojej sekwencji zawieraja
gen opornosci na puromycyne, ktory umozliwia selekcje komorek ulegltych transfekcji.
Komorki te posiadaja takze wbudowany gen kodujacy Green Fluorescence Protein (GFP; biatko
zielonej fluorescencji), ktory umozliwia m.in. ilosciowa ocene komorek z wbudowanym plazmidem lub
ich sortowanie. Aby wprowadzi¢ konstrukty do linii komoérkowych wykorzystano komercyjnie dostepne
odczynniki FuGENE® 6 Transfection Reagent; w przypadku linii NCI-H460 zastosowano odczynnik

ViaFect™ (oba odczynniki pochodza z firmy Promega).

Tab. 7. Spis plazmidow wykorzystanych do wyprowadzenia linii komérkowych z obnizong ekspresjg wybranych gendw.

Nazwa plazmidu Nazwa genu Numer Produkt fimy
docelowego katalogowy
Control Double Nicase Plasmid - Sc-437281
p53 Double Nicase Plasmid TP53 Sc-416469 Santa Cruz
Biotechnology
CS1 Double Nicase Plasmid SLAMF7 Sc-401906

Pierwszym etapem byto zatozenie hodowli wybranej linii komoérkowej na 6-dotkowej plytce
hodowlanej przeznaczonej do hodowli komodrek adherentnych (Sarstedt). Nastgpnego dnia
przygotowano trzy mieszaniny, gdzie w 6-krotnej objetosci odczynnika do transfekcji rozpuszczono
odpowiedni plazmid Double Nicase CRISPR lub w przypadku kontroli negatywnej dodano wodeg.
Po uptywie 24 godzin od transfekcji komorki obserwowano pod mikroskopem analizujac sygnat
fluorescencyjny. W celu selekcji komorek, ktore nie ulegly transfekcji zastosowano puromycyne -
przygotowano rozcienczenie 9 pg/ml w $wiezej porcji pozywki. Po 72 godzinach od dodania
puromycyny komorki oporne na dzialanie antybiotyku zostaly przeniesione do nowego naczynia
hodowlanego. Skuteczno$¢ obnizenia ekspresji ww. genow sprawdzono technika Western Blottingu

(procedura opisana w rozdziale III. 5.3).
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4. Ocena miejsca wigzania genu 7P53 z wykorzystaniem ukladu reporterowego
lucyferazy w wybranych genach

Jednym z gtownych celéw niniejszego projektu doktorskiego byto sprawdzenie czy wybrane geny
(SLAMF7, KLRG2, NCR3LGI) kodujace biatka uczestniczace we wrodzonej odpowiedzi ukladu
odpornosciowego znajduja si¢ pod kontrola przeciwnowotworowego biatka p5S3. W tym celu wybrano
potencjalne miejsce wigzania biatka p53 w sekwencjach analizowany gendéw na podstawie dostgpnych
danych z eksperymentow ChIP-Seq (ang. Chromatin immunoprecipitation sequencing; technika ta
umozliwia ocen¢ interakcji badanego biatka do regionu DNA) w bazie CHIP-Atlas [152], [153].
Do zweryfikowania miejsca wigzania biatka p53 w sekwencji badanego genie wykorzystano testy
reporterowe. W pierwszym etapie zaprojektowano startery zawierajgce sekwencje potencjalnego
miejsca wigzania si¢ biatka p53, aby mdoc wyodrgbni¢ dany fragment DNA, ktéry wprowadzono do
wektora (wektory wykorzystane w procesie transfekcji przedstawiono w tab. 8). Przy uzyciu testow
reporterowych sprawdzono, czy biatko p53 reguluje ekspresj¢ analizowanych genow. Aktywnos¢ biatka
reporterowego w populacji transfekowanych komorek jest w przyblizeniu proporcjonalna do poziomu
mRNA, ktérego ilos¢ jest determinowana przez aktywnos¢ testowanego odcinka regulujacego ekspresje
badanego genu. Powszechnie stosowanym genem reporterowym jest gen lucyferazy ze $wietlika
Photinus pyralis. Gen ten koduje enzym o masie czasteczkowej 61 kDa, ktory utlenia D-lucyferyne
w obecnosci ATP, tlenu i jonéw magnezu dajac fluorescencyjny produkt, ktérego sygnal mozna
zmierzy¢ iloSciowo dzigki emisji §wiatta (zjawisko bioluminescencji). W dalszych podrozdziatach
opisano poszczegblne etapy procesu.

Tab. 8. Plazmidy wykorzystane do przeprowadzonych testow lucyferazowych.
Nazwa plazmidu Opis Zrédlo

pGL3-Basic Wektor reporterowy z regionem kodujacy lucyferaze swietlika Promega
(Photinus pyralis). Umozliwia wbudowanie wstawki.
Wektor stanowiacy kontrole negatywng dla

pCl-neo przeprowadzonych eksperymentoéw. Zawiera promotor Promega
ludzkiego wirusa cytomegalii (CMV).
pRL-TK Kontrola wewnegtrzna transfekcji, zawiera promotor genu Rluc Promega

(lucyferaza Renilla reniformis).

pC53-SN ; . . Labora}tori_um
Wektor ekspresyjny ludzkiego genu TP53 typu dzikiego. Volgelstaina i K.W.
Wektor ekspresyjny genu TP53 z mutowanym kodonem 143, University and
pC53-SCX3 produkuje biatko p53 pozbawione zdolnosci aktywacji Howard Hughes
transkrypcji. Medical Institute
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4.1. Izolacja DNA z hodowli komdrkowej

Pierwszym etapem bylo zalozenie hodowli komorek linii A549 na ptytce hodowlanej o powierzchni
21 cm?, z ktorej po uptywie 48h izolowano DNA zgodnie z protokolem zestawu Genomic Mini
(A&A Biotechnology). Komorki (1x10°) odwirowano i usunieto wcze$niej dodany bufor PBS
i zawieszono w buforze Tris. Do zawiesiny dodano roztwor lizujacy, ktory zawiera proteinaze K
(enzym trawigcy biatka). Preparaty inkubowano w 37°C przez 20 minut, a nastgpnie w 70°C przez
5 minut. W kolejnym etapie probki wirowano, a uzyskany nadsacz przeniesiono na wczesniej
przygotowane ztoza kolumn iponownie wirowano. Ztoze kolumn przemyto roztworem
ptuczacym i wirowano. Kolumny przeniesiono do nowych probdéwek, a ztoza kolumn przemyto
buforem ptuczacym. Osuszone ztoza kolumn przeniesiono do nowych probdwek i natozono uprzednio
ogrzany (w temperaturze 70°C) bufor Tris. Probki inkubowano przez 2 minuty w RT, a po zakonczone;j
inkubacji wirowano. Po zakonczeniu tego etapu kolumny usunigto z probéwek i wykonano pomiar
DNA.

Przyjmuje sie, ze dobrej jakosci DNA ma nastepujgce parametry: A260/280 >1,8 1 A260/230 >1,8,
do dalszych analiz wykorzystywano DNA o ww. parametrach [154]. Pomiar wykonano
naNanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific) w programie dedykowanym dla dsDNA. Preparaty DNA

przechowywano w -20°C do dalszych analiz.

4.2. Analiza potencjalnego miejsca wigzania bialka p53 w sekwencji wybranych
genow z wykorzystaniem metody PCR

Pierwszym krokiem w konstrukcji wektorow stuzacych do identyfikacji miejsc wigzania p53
w badanych genach jest amplifikacja matrycy DNA metoda PCR. Zaprojektowano pary starterow do
sekwencji zawierajgcej miejsce wigzania p53 zidentyfikowane w oparciu o analiz¢ wynikéw ChIP-Seq
(przedstawione w tab. 9). W sekwencjach starterow zawarto sekwencje miejsc restrykcyjnych
poprzedzone nukleotydami T, aby utatwi¢ enzymowi restrykcyjnemu wykonanie odpowiedniego ciecia

produktu PCR (schemat plazmidu przedstawiono na ryc. 11).

Tab. 9. Sekwencje zaprojektowanych starteréw wykorzystane w reakcji PCR. Kolorem zaznaczono miejsca restrykcyjne.

Dhugosé
g PCR [pz] y
Forward Sac TTTT_TCCTGGCTGGCTTATCACTG
SLAMF7 627

Reverse Mlu | TTTTRBBEGIGCCTACTCAGGCAGTGTTGTAC

Forward Sac | TTTTORGERETGTGTCAAGGGCTATGGGAG
KLRG2 439 Genomed
Reverse Mlu | TTTTRGBBGRGATATCTATGTCTCTATCTC

NCRALGL Forward Sac | TTTTORGERETCTGCACAACAGCCAGTACATC et
Reverse Miu | TTTTRBBBENAGTCTCGTCAATGCACCACAATG
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Przygotowano mieszaning do reakcji PCR, ktdrej objeto$¢ koncowa wynosita 50 pl. Matryce reakcji
stanowito genomowe DNA (100 ng/ml). Dodatkowo zastosowano 2,5 U polimerazy Pfu Plus (EurX)
1 bufor Pfu zawierajacy 1,5 mM MgCl,, natomiast w przypadku genu KLRG?2 zastosowano polimeraze
PrimeSTAR GXL DNA Polymerase (Takara) i bufor (PrimeSTAR GXL Buffer). W przypadku kazdej
z mieszanin zastosowano 200 pM mieszaning dNTPs (Thermo Fisher Scientific) oraz 0,5 uM kazdego
startera. Cato§¢ mieszaniny uzupelniono do koncowej objetosci sterylng woda dejonizowang.

Profil temperaturowy reakcji przedstawiono na rycinie ponizej (ryc.10.).

34 cykli
Denaturacja Denaturacja i
wstepna DNA wiasciwa DNA T, s TR AT ARI AN
Wydtuzani
Wydtuzanie ko\;"dc::vaenle
72°C 72°C
38-60s

Przytaczanie starterow

59-60°C P
0 Przechowywanie
T 4°C
mLLLLLLLLLLLLLLLLU.Lu.LLL A

Ryc. 10. Schemat profilu temperaturowego przeprowadzonej reakcji PCR. Temperatura przylaczania starterdw oraz czas
wydtuzania zalezy od dlugo$ci produktu. Wykonanie wlasne, za pomocg programu BioRender.

4.3. Ocena jakosci produktu reakcji PCR i jego izolacja z zelu agarozowego

Po zakonczonej reakcji PCR przeprowadzono oceng jakosci reakcji wykorzystujac elektroforeze
pozioma w zelu agarozowym z dodatkiem bromku etydyny. Do preparatow DNA dodawano bufor
obciazajacy, a analizg elektroforetyczng prowadzono w warunkach: napiecie 110 V przez 30 min.
Po zakonczonym rozdziale sprawdzono jakos$¢ produkt przy dlugosci fali 365 nm z wykorzystaniem
lampy UV 1 przy uzyciu skalpela wycinano wybarwiony preparat, ktérego dtugo$¢ odpowiadala
produktowi PCR (tab. 9). Preparaty oczyszczano przy pomocy zestawu Agarose-Out DNA Purification
Kit (EurX). Przed rozpoczegciem procedury (zgodnie z zaleceniem producenta) aktywowano ztoza
kolumn poprzez natozenie buforu A, natomiast do fragmentoéw zelu zawierajacych prawidtowy produkt
reakcji PCR dodano bufor Orange A i trzykrotnie wymieszano przez inwersje. Mieszaniny inkubowano
we wczesnie] ogrzanym bloku cieplnym w temperaturze 55°C. Inkubacje prowadzono, az do
catkowitego rozpuszczenia si¢ agarozy. Zawiesiny nanoszono na aktywowane kolumny i wirowano
przez 1 min z predkoscig 12000 rpm. Ztoza kolumn przemyto buforem pluczacym i ponownie wirowano
w tych samych warunkach. Proces przemywania zt6z kolumn powtérzono dwukrotnie.

Kolumny przeniesiono do nowych proboéwek i dodano bufor elucyjny. Ztoza kolumn inkubowano przez
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2 min w RT, a nastgpnie wirowano w ww. warunkach. Wykonano pomiar stezenia uzyskanych
preparatdw DNA na spektrofotometrze NanoDrop (Thermo Fisher Scientific) zgodnie ze wcze$niej

opisang metoda w rozdziale III 4.2. i przechowywano w -20°C.

4.4. Trawienie oczyszczonego produktu enzymami restrykcyjnymi

Enzymy restrykcyjne (nazywane takze restryktazami) dokonujag cigcia  tancucha
polinukleotydowego w migjscu, gdzie wystepuje charakterystyczna dla danego enzymu palindromowa

sekwencja DNA - miejsce restrykcyjne (ryc.11.).

f1ori Syntetyczny
sygnal poli(A)
transkrypcyjne
miejsce stop
(redukuje tlo)

Amp’

pGL-3 Basic
wektor
4818 pz

Miejsce restrykcyjne,
rozpoznawane przez enzymy
restrykcyjne:

Sacl 11
. |Mlul15

ori

SV40 pézny
sygnat poli(A)
dla receptora
luc+ Hpal190

luc+

Rye. 11. Schemat wektora pGL-3 Basic z zaznaczonym miejscem rozpoznawanym przez enzymy restrykcyjne,
uwzglednione w tab. 9.Wykonanie wlasne na podstawie ulotki producenta w programie BioRender. Oznaczenie skrotow
na schemacie: Ampr — gen opornosci na amplicyling; f1 ori — sekwencja rozpoznawana przez enzymy replikacyjne.

Konicowa objetos¢ mieszaniny reakcyjnej wynosita 50 pl (uzupetniona woda) zawierata: bufor
Tango (Thermo Fisher Scientific) przeznaczony dla wykorzystanych enzymow restrykcyjnych,
oczyszczone DNA (lub w przypadku wektora, matrycg pGL3-Basic), enzymy restrykcyjne Mlul i Sacl.
Miejsce rozpoznawane przez enzymy restrykcyjne przedstawiono w tab. 10. Do mieszaniny reakcyjnej
zawierajacej plazmid pGL3-Basic (ryc. 11.) dodatkowo dodawano cieleca, jelitowa fosfataze alkaiczna
(ang. Calf Intestinal Alkaline Phosphatase; CIAP; Thermo Fisher Scientific), ktora katalizuje usuwanie
grup fosforanowych na koncu 5’ nici DNA, aby zapobiec samo-ligacji wektora.

Tab. 10. Enzymy restrykcyjne wraz z zaznaczonym miejscem cigcia.
Nazwa Rozpoznawana sekwencja Zrédlo

5 G AGCT|C 3
3 C1TCG A G S
5 AlCGC G T 3
3T GCGCTA Y

Sacl Thermo Fisher Scientific

Miul Thermo Fisher Scientific

Reakcje trawienia prowadzono przez 8h w temperaturze 37°C; po uptywie 4h dodano dodatkowa
porcje buforu Tango i kontynuowano inkubacje¢. Po zakonczonej reakcji trawienia na podstawie analizy
elektroforetycznej wybrano produkty do dalszych analiz (zgodnie z tab. 9). Uzyskane produkty reakcji
trawienia zostaly oczyszczane za pomocg ekstrakcji z zelu agarozowego zgodnie z procedurg opisang

w rozdziale I1I. 4.3.
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4.5. Reakcja ligacji

Ligacja to proces taczenia dwoch fragmentdw kwasu nukleinowego za posrednictwem enzymu.
Do przeprowadzenia tej reakcji potrzebny jest kofaktor, zwykle w postaci ATP .

Celem przeprowadzenia reakcji ligacji przygotowano dwie niezalezne mieszaniny reakcyjne dla
kontroli ligacji (w celu sprawdzenia, czy nie dochodzi do procesu samo-ligacji wektora) oraz dla
sekwencji badanego genu. Koncowa objetos¢ obu mieszanin wynosita 40 pl i sktadata sie z: 0,5 mM
ATP (ww. kofaktora reakcji), wektora pGL3-Basic, buforu dla ligazy T4 DNA (Thermo Fisher
Scientific) oraz 5% glikolu polietylowego (PEG 4000, ktory stabilizuje tworzenie si¢ kompleksu
wektora i ligowanego fragmentu DNA). Mieszaniny przeznaczone do ligacji badanych gendéw zawieraly
sekwencj¢ wstawki uzyskane w poprzednim etapie. Reakcje ligacji prowadzono przez ok. 20h
w temperaturze 16°C.

Po zakonczeniu reakcji inaktywowano enzymatyczne dzialanie ligazy, a uzyskane produkty
poddano oczyszczaniu. Do produktéw dodano 10 pl wody oraz 500 ul alkoholu butylowego a nastgpnie
uzyskane mieszaniny dokladnie wymieszano i1 wirowano w 12000 rpm przez 10 min w RT.
Uzyskane osady najpierw przemyto 500 pl schtodzonego etanolu 96%, i dwukrotnie 70% etanolem.
Po kazdym przemyciu osad wirowano w warunkach: 12000 rpm przez 5 min w RT. Oczyszczone osady
inkubowano przez ok. 30 min w RT, celem odparowania alkoholu. Po zakonczonej inkubacji osady
zawieszono w 12 pl sterylnej wody i rozpuszczano je przez ok. 1 h w RT kilkukrotnie mieszajac

w trakcie inkubacji. Zawieszone w wodzie produkty ligacji przechowywano w -20°C.

4.6. Transformacja bakterii

Transformacja bakterii to naturalnie wyst¢pujacy proces polegajacy na pobraniu ze $rodowiska
obcego materiatu genetycznego przez organizm gospodarza (komorki bakteryjnej) na skutek dziatania
czynnika stresowego, ktory umozliwia wniknigcie do wngtrza komorki bakteryjne;.

Do transformacji bakteryjnej wykorzystano bakterie kompetentne ze szczepu DHS5a Escherichia
coli (Thermo Fisher Scientific). Do 100 pl rozmrozonych w 4°C bakterii kompetentnych dodano 5 pl
produktu ligacji (tak samo postgpowano w przypadku kontroli ligacji) i inkubowano przez 30 min
na lodzie. Aby umozliwi¢ wniknigcie plazmidu do wnetrza komorki wykorzystano ,,szok termiczny”
(ang. heat shock). Probowki inkubowano przez 45 s w temperaturze 37°C, a nast¢pnie umieszczono
je w lodzie na 2 minuty. Do transformowanych bakterii dodano 900 pl pozywki LB i przez godzing
wytrzasano w temperaturze 37°C. Namnozone bakterie wysiano na wcze$niej przygotowane szalki
Petri’ego ze stalym podlozem LB suplementowanym amplicyling (100 pg/ml), a ich hodowle
prowadzono przez 12h.

Nastepnego dnia wybrano pojedyncze klony i dodano je do ptynnej pozywki LB suplementowanej
ampicyling (100 pg/ml). Prowadzono catonocng hodowle, a do dalszych etapow wybrano tylko

zmetnione pozywki, ktore $wiadczg o namnozeniu hodowli bakteryjne;.
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4.7. Izolacja plazmidowego DNA

Do izolacji plazmidowego DNA wykorzystano komercyjnie dostgpny zestaw QlAprep Spin
Miniprep Kit (Qiagen). Postgpowano zgodnie z protokotem przygotowanym przez producenta.
Calonocne hodowle wirowano przez 7 min przy 5000 rpm w RT. Ostroznie zlano powstaty nadsacz, aby
nie naruszy¢ powstatego podczas wirowania osadu, ktory zawieszono w 250 pl buforu P1. Do uzyskane;j
mieszaniny dodano 250 pl buforu P2 i kilkukrotnie delikatnie przemieszano zawiesing przez inwersje.
Do kazdej mieszaniny dodano 350 pl buforu N3 i przemieszano przez inwersje, a nastgpnie wirowano
w 14000 rpm przez 10 min w RT. Uzyskany nadsacz przeniesiono do nowej proboéwki i ponownie
wirowano ww. warunkach. Nadsacz naniesiono na wczesniej przygotowane ztoza kolumn.
Zawiesiny wirowano przez 1 min przy 14000 rpm w RT. Ztoza kolumn przemyto poprzez dodanie
500 pl buforu PB i ponownie wirowano ww. warunkach. Ponownie przemyto kolumny dodajac 800 pl
buforu PE i wirowano w ww. warunkach, kazdorazowo zlewajac uzyskany nadsacz. W nowych
probéwkach umieszczono kolumny; na ztoza naniesiono po 50 ul buforu EB i inkubowano przez minute
w RT. Po zakonczonej inkubacji probéwki z kolumnami wirowano w ww. warunkach i wykonano

pomiar DNA (proces pomiaru DNA opisano w rozdziale 111.4.1.).

4.8. Trawienie sprawdzajace

Aby upewni¢ si¢, ze wybrane klony ulegly prawidlowej transformacji przeprowadzono trawienie
sprawdzajace. Przygotowano mieszaning sktadajaca si¢ z: 1 pg/pl plazmidowego DNA, buforu Tango,
enzymow restrykcyjnych - Sacl i Mlul - a cato$¢ mieszaniny uzupetniong sterylng woda do objgtosci
koncowej - 20 ul. Trawienie prowadzono przez 4h w temperaturze 37 °C, w potowie czasu inkubacji
dodano nowga porcj¢ buforu Tango. Po zakonczonej reakcji przeprowadzono analize¢ elektroforetyczna
w 2% zelu agarozowym w celu sprawdzenia obecnosci wektora i wstawki (wektor (4818 pz) 1 wstawka

(wielko$¢ produktu przedstawiono w tab.9.).
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4.9. Sekwencjonowanie uzyskanych wektoréw z miejscem potencjalnego wiazania
p53

Przeprowadzone sekwencjonowanie miato na celu potwierdzenia poprawnosci sekwencji wstawki
wprowadzonej do wektora. Do sekwencjonowania wykorzystano komercyjnie dostepny zestaw
BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (ThermoFisher Scientific) i par¢ starterow
komplementarnych dla plazmidu pGL3-Basic (tab. 11.).

Tab. 11. Sekwencja oligonukleotydéw wykorzystana do sekwencjonowania.

Nazwa starteru Sekwencja 5’ > 3’ Zrédlo
pGL3-SEQ1R TCT TCC AGC GGATAG AAT G
Genomed
pGL3-SEQSF TCATTACATCTG TGT GTT GG

Mieszanina reakcyjna sktadata si¢ z: buforu dla Mixu BigDye™, 1,6 pmola startera oraz 350-500 ng
matrycy, ktorg stanowil plazmidowy DNA. Cato$¢ mieszaniny uzupetniono woda do koncowej objetosci
10 ul. Reakcje sekwencjonowania przeprowadzono w termocyklerze - denaturacja wstgpna
w temperaturze 96°C przez 3 s rozpoczynata 40-cyklowa reakcje sktadajaca si¢ z denaturacji wlasciwej
96°C przez 10 s, przylaczania starterow w 52°C przez 5 s i wydtuzania nici w 60°C przez 4 min.
Uzyskane produkty przechowywano w 4°C.

Nastepnie produkty reakcji sekwencjonowania poddano wytrgcaniu. Do probowek przeznaczonych
do szybkiego wirowania (Eppendorf) dodano 1 ul 3 M octanu sodu o pH 4,8 oraz 25 ul 96% etanolu.
Do roztworow dodano produkty sekwencjonowania, a nastgpnie je zmieszano i inkubowano przez 20
minut na lodzie. Po zakonczonej inkubacji mieszaniny wirowano z predkoscia 14000 rpm przez 30 min
w temperaturze 3°C. Usunigto powstaty nadsacz i dodano 200 pl 70% etanolu i ponownie wirowano
14000 rpm przez 5 min w temperaturze 3°C. Po zakonczonym wirowaniu usuni¢to powstaly nadsgcz,
a osady wysuszono i przechowywano w -20°C.

Przed analiza sekwencjonowania do probek dodano 20 pl wysoce dejonizowanego formamidu;
mieszaniny inkubowano 20 min w RT. Po zakonczonej inkubacji probki poddano denaturacji -
mieszaniny inkubowano w 95°C przez 3 min, a nastgpnie inkubowano je przez ok. 2 min na lodzie.
Zdenaturowane matryce naktadano na ptytke 96-dotkowa, po 12 pl mieszaniny reakcyjnej na dotek.
Dzigki uprzejmosci Zaktadu Genetyki Klinicznej i Molekularnej (NIO-PIB; Gliwice) mozliwe bylo
przeprowadzenie analizy metoda Sangera w sekwenatorze 3500 x1 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems). Interpretacje uzyskanych wynikéw przeprowadzono w darmowym programie

FinchTV software (Geospiza Inc., Seattle, WA).

54



4.10. Ocena aktywnoS$ci luminescencji w wybranych liniach komoérkowych
poddanych transfekcji

Oceng aktywnos$ci bioluminescencji w wybranych liniach komérkowych przeprowadzono na dwa
sposoby; w obu wykorzystano transfekcje poszczeg6lnymi wektorami (w tab.8.). Glownym celem
eksperymentu byto sprawdzenie czy wybrany i sklonowany w plazmidzie reporterowym fragment DNA
jest miejscem wigzania biatka p53 w badanym genie. Dodatkowo sprawdzono, czy fragment DNA
podlega regulacji przez biatko p53. W eksperymentach wykorzystano dwa sposoby aktywacji biatka
p53: egzogenny — za pomoca plazmidow kodujacych biatko oraz endogenny — za pomoca mieszaniny
aktynomycyny D oraz nutliny-3a (AN). W obu przypadkach hodowle prowadzono na ptytce
24-dotkowej, a komdrki wysiewano o konfluencji 25% na dotek.

Pierwszy sposob polegal na zwigkszonej aktywacji egzogennego biatka p53 z wykorzystaniem
plazmidow, ktorymi transfekowano komorki linii U-2 OS. W tym celu, wykonano trzy mieszaniny
z ktorych kazda zawierata: wektor pGL3-Basic z wbudowanym fragmentem testowanej sekwencji oraz
wektor pRL-TK (0,01 pg; kontrola wewnetrzna). W zalezno$ci od proby dodawano: pCl-neo
(kontrola negatywna), pC53-SN (wektor ekspresyjny 7P53) lub pC53-CX3 (wektor ekspresyjny
z mutacjag TP53 w kodonie 143) w stosunku 1:1 do wektora pGL3-Basic (czyli 0,1 pg : 0,1 pg).
Aby umozliwi¢ wniknigcie do komoérek mieszaniny plazmidow do eksperymentu wykorzystywano
komercyjnie dostepny odczynnik do transfekcji FuGENE® 6 Transfection Reagent (Promega).
Przygotowywano go 3-krotnie stezonego wzgledem transfekowanego DNA (na 0,6 pl FuGENE®
6 Transfection Reagent dodawano 0,2 pg DNA). Wcze$niej rozpuszczony w medium odczynnik do
transfekcji dodawano do mieszanin plazmidéw i inkubowano przez 20 min w RT. Nastepnie do komorek
rosnacych w standardowej pozywce dodawano po 21 pl odpowiedniej mieszaniny. Po 24h od transfekcji
wymieniano pozywke na $wiezg porcje (przedstawiona w tab. 4).

Drugi sposob polegal na endogennej aktywacji p53 poprzez mieszaning AN. Dodatkowo, aby
potwierdzi¢ uzyskane wyniki oprocz linii komorkowej dzikiego typu U-2 OS wykorzystano, takze lini¢
U-2 OS CRISPR-Control oraz U-2 OS CRISPR-p53, z obnizong ekspresja genu T7TP53.
W tym eksperymencie przygotowywano mieszaning plazmidu pGL3-Basic z wbudowanym testowanym
fragmentem DNA (0,2 pg), plazmidu pRL-TK (0,01 pg) stanowigcym kontrole wewnetrzng oraz
ww. odczynnik do transfekcji 3-krotnie rozcienczony wzgledem transfekowanego DNA (na 0,6 pl
FuGENE® 6 Transfection Reagent dodawano 0,2 pg DNA). Po 24h od transfekcji wymieniono
pozywke na zawierajacg DMSO (stanowiacy kontrole dla eksperymentu) lub mieszaning AN.

Po 48h od poczatku transfekcji usunigto pozywke znad komorek i przeplukano komorki sterylnym
roztworem PBS. Nastepnie usuni¢to PBS i dodano bufor PLB (bufor lizujacy 5-krotnie rozcienczony
w wodzie destylowanej) i przez 20 min wytrzasano. Uzyskane w ten sposob lizaty przeniesiono

do probowek i wirowano w 14000 rpm przez 10 min w 4°C.
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Do testow lucyferazowych wykorzystano komercyjnie dostgpny zestaw Promega-Dual Luciferase
Reporter Assay System (Promega), a pomiaru dokonano za pomoca luminometru (Lumat LB7507,
Berthold Technologies) w przeznaczonych do pomiaréw bioluminescencji probowkach. Do probowki
pomiarowej dodano 60 pl odczynnika LARII, ktéry umozliwia oznaczenie sygnatu luminescencji
lucyferazy $wietlika (kodowanej przez plazmid pGL3-Basic) oraz 3 pl zebranego lizatu. Po wykonanym
pomiarze do probowki z mieszaning dodano 60 pl odczynnika Stop&Glo, ktory przerywa luminescencje
lucyferazy swietlika i inicjuje reakcje lucyferazy Remilla reniformis (kodowanej przez plazmid
pRL-TK). Aktywnos¢ tej lucyferazy stanowita kontrole wewngtrzna, do ktorej odnoszono aktywnosé

lucyferazy swietlika.

5. Immunodetekcja badanych bialek - metoda Western Blotting

Technika Western Blotting umozliwia detekcje biatek uzyskanych z réznego rodzaju materialu
biologicznego. W tym celu stosuje si¢ elektroforetyczny rozdziat wczeéniej zdenaturowanych bialek.
Rozdziat elektroforetyczny przeprowadza si¢ pionowo w zelach poliakrylamidowych, ktorych
procentowos¢ dostosowuje sie¢ do masy czasteczkowej badanego biatka. Po zakonczeniu rozdziatu na
podstawie masy biatka przenosi si¢ (ang. blotting) je na membrang, wykorzystujac pole elektryczne,
tzw. elektrotransfer. Membrany po elektrotransferze blokuje si¢ w roztworze blokujacym, aby
zmnigjszy¢ ryzyko falszywie dodatnich wynikéw. W celu oceny badanych biatek stosuje si¢
przeciwciata, ktore rozpoznaja okreslony antygen (epitop) badanego bialka. Przeciwcialo, ktore
zwigzato si¢ z badanym bialkiem (przeciwciato pierwszorzedowe) wykrywa si¢ za pomocg innego
przeciwciata (przeciwciato drugorzgdowe), ktore jest sprzezone z enzymem (np. peroksydaza
chrzanowa (ang. horseradish peroxidase; HRP)) lub fluorochromem (obecnie rzadziej stosuje si¢
przeciwciala sprzezone z izotopami). W ramach niniejszego projektu doktorskiego zastosowano
przeciwciatla drugorzedowe zwigzane z enzymem, ktory reaguje z substratem chemicznym, co
umozliwito wytworzenie wykrywalnego sygnalu $wietlnego (chemiluminescencja). Mozliwe jest
wykorzystanie rowniez technologii fluorescencyjnej do przeciwcial sprzezonych z fluorochromem.

Sygnat wyzwalany w trakcie detekcji jest obserwowany za pomocg kamery lub btony $wiatloczute;.

5.1. Przygotowanie lizatéw bialkowych

Komorki z hodowli adherentnych zbierano dodajac odpowiednig ilo$¢ trypsyny.
Po zneutralizowaniu trypsyny pozywka zawiesing komorkowa wirowano w warunkach 1200 rpm przez
2 minuty. Nastepnie nadsgcz usuwano, a osad komorkowy przemywano w 1 ml schtodzonego buforu
PBS. Zawiesiny komorek przenoszono do nowych proboéwek i wirowano 2000 rpm przez 2 minuty
w temperaturze 3°C. Po wirowaniu usuwano nadsgcz i uzyskane osady komorkowe mrozono w -80°C.

Zamrozone osady komorkowe poddawano lizie w $wiezo przygotowywanym buforze IP, a nast¢pnie

zmieszano i inkubowano przez 15 min na lodzie. Po zakonczonej inkubacji zawiesiny wirowano
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14000 rpm przez 20 minut w temperaturze 3°C. Uzyskany nadsgcz przenoszono do nowych probowek

1 oznaczano stezenie biatek w probce wykorzystujac metode Bradford (BioRad).

5.1.1. Przygotowanie lizatow bialkowych z zageszczonej pozywki

Sprawdzono takze wydzielane biatka do pozywki hodowlanej. W tym celu prowadzono eskpozycje
na stresory przez 24h z wykorzystaniem standardowej pozywki hodowlanej. Nastepnie po tym czasie
na kolejne 24h zmieniano pozywke, ktora byta pozbawiona FBS. Po uplywie 24h zbierano pozywke
znad komoérek i wirowano w 2000 rpm przez 2 min, aby odwirowal ewentualne komorki.
Nastepnie 4 ml uzyskanego nadsaczu nanoszono na kolumny Vivaspin Turbo 4 (3,000 MWCO) aby
zagesci¢ pozywke hodowlana. W tym celu, ponownie wirowano nadsacz (pozywke) w kilku cyklach
z predkoscia 5000 rpm przez 30 min w temperaturze 20°C (liczba cykli byta uwarunkowana od gestosci
pozywki hodowlanej). Kiedy uzyskano zageszczong pozywke w objetosci nizszej niz 400 pul,
zakonczono etap zaggszczania i przenoszono do nowych probowek oceniajgc dokladng objgtosc

uzyskanej pozywki. Nastepnie oceniono st¢zenie biatka metoda Bradford (BioRad).

5.2. Oznaczanie st¢zenia bialek metoda Bradford i denaturacja bialek

Metoda Bradford to kolorymetryczne oznaczenie stezenia biatka polegajaca na odczycie absorbancji
barwnika blekitu brylantowego Coomassie G-250 (ang. Coomassie brillant blue G-250). Kiedy barwnik
zwigze si¢ z biatkiem dochodzi do przesunigcia dlugosci fali odpowiadajacej maksimum absorpcji
barwnika z 465 do 595 nm. Warto$¢ absorbancji jest proporcjonalna do stezenia biatka w probcee.

Oznaczanie stezenia biatek bylo mozliwe, dzigki komercyjnie dostgpnemu odczynnikowi
do metody Bradford (Bio-Rad). Na poczatku przygotowywano 5-krotnie rozcienczony ww. odczynnik
z woda dejonizowang. Stezenie bialek wyznaczano dzieki krzywej kalibracyjnej, ktorej wzorzec biatka
stanowita albumina bydleca (ang. Bovine Serum Albumin; BSA; Merck) o zakresie 0,1 - 20 ug/ml.
Pomiaru dokonywano w 1 ml rozcienczonego odczynnika Bradford i 2 pl badanej probki
(lub w przypadku krzywej wzorcowej, wzorca) w spektrofotometrze (BioPhotometer, Eppendorf) przy
dtugosci fali 595 nm.

Po wyznaczeniu stezen probki poddawano denaturacji biatek - jest to nieodwracalny proces
niszczenia  struktury przestrzennej Dbiatka celem uzyskania postaci liniowej I-rzedu.
Do probek zawierajacych zdenaturowane biatko dodawano potowe calkowitej objetosci probki
3x buforu Laemmliego zawierajacy p-merkaptoetanol (bufor redukujacy) denaturujacy mostki
disiarczkowe. Uzyskang mieszaning poddawano denaturacji w temperaturze 95°C przez 5 min.

Probki chtodzono i przechowywano w -80°C.
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5.3. Elektroforeza, elektrotransfer i inkubacja z przeciwcialami

W zalezno$ci od masy czasteczkowej badanego biatka dostosowywano procentowag zawartos§¢
akrylamidu w zelu rozdzielajacym.

Elektroforeze pionowa prowadzono w obecnosci buforu do rozdziatu elektroforetycznego biatek.
Na kazda $ciezke naktadano 10-45 pg biatek. Wykorzystano takze marker wielkosci (Thermo Fisher
Scientific), ktérego zakres wynosi 250 — 10 kDa.

Po zakonczonym rozdziale elektroforetycznym prowadzono mokry elektrotransfer podczas ktorego
nastapitlo przenoszenie rozdzielonych biatek na membrang PVDF (Thermo Fisher Scientific).
W tym celu przygotowuje sie¢ tzw. ,kanapke”, ktora sktada sie z bibul Whatmana (Thermo Fisher
Scientific), zelu, aktywowanej uprzednio w metanolu membrany PVDF (o porach 0,45 pm).
Przygotowang ,kanapke” umieszczano pomiedzy dwie elektrody zanurzone w buforze
do elektrotransferu. Proces elektrotransferu prowadzono w warunkach: 4°C, przy staltym nate¢zeniu
pradu wynoszacy 370 mA przez 2h.

Po zakonczonym elektrotransferze biatek membrang blokowano w 5% roztworze odtluszczonego
mleka rozpuszczonym w buforze PBST przez 1h na kotysce laboratoryjnej. Nast¢pnie przygotowywano
rozcienczenia przeciwciat [-rzedowych (zgodnie z tab. 12) i inkubowano membrany w przygotowanych

roztworach przez cata noc w 4°C na kotysce laboratoryjne;j.

Tab. 12. Wykaz przeciwciatl I-rzedowych wykorzystanych w niniejszej rozprawy doktorskiej. Wszystkie przeciwciala

przygotowano w 5% roztworze odtluszczonego mleka rozpuszczonego w buforze PBST.

Pochodzace z b= Numer
Antygen or aniz?nu- Rozcienczenie | wykrywanego Katalodo Produkt firmy:
9 ' bialka [kDa] gowy
CASP1 Krélika 1:3000 43 ab179515 Abcam
CASP3 Krolika 1:1000 17,19 Aspl75 (5ALE) | Cell Signaling
9664 Technology
CASPS8 Myszy 1:1000 18,43,57 1C12 Cell Signaling
9749 Technology
CASP9 Krélika 1:1000 35,37,47 9505 Cell Signaling
Technology
FASR Krolika 1:1000 40-50 4233 Cell Signaling
Technology
GAPDH Krélika 1:6000 36 G9545 Merck
HSC70 Myszy 1:3000 70 Sc-7298 Santa Cruz
Biotechnology
IFIT1 Krélika 1:3000 56 D2X9Z Cell Signaling
14769 Technology
IFIT3 Krolika 1:3000 56 Ab95989 Abcam
IRF1 Krélika 1:2000 55 8478 Cell Signaling
Technology
IRF7 Krélik 1:2000 55 22392-1-AP Proteintech
MDADS (IFIH1) Krélika 1:3000 135 5321 Cell Signaling
Technology
MX1 Krélika 1:3000 76 37849 Cell Signaling
Technology
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NLRX1 Krélika 1:2000 100 13829 Cell Signaling
Technology
p21 Myszy 1:1000 21 F-5 Santa Cruz
Sc-6246 Biotechnology
p53-pSer37 Krolika 1:2000 53 9289 Cell Signaling
Technology
p53-pSerl5 Krélika 1:1000 53 9284 Cell Signaling
Technology
p53 (DO1) Myszy 1:4000 53 DO-1 Santa Cruz
Sc-126 Biotechnology
Phospho- .
STAT1 Krolika 1:5000 100 28979-1-AP Proteintech
(Ser727)
Phospho- T
ST,AE)T]_ Krolika 1:1000 84,91 7649 Cell Signaling
(Tyr701) Technology
PKR Krolika 1:3000 74 12297 Cell Signaling
Technology
SLAMF7 Krélika 1:3000 25-70 98611 Cell Signaling
Technology
SOCS1 Myszy 1:1000 23 04-002 Sigma Aldrich
STAT1 Krolika 1:6000 84 9172 Cell Signaling
Technology

Po zakofczonej inkubacji membrany przeptukiwano 5-krotnie (kazde plukanie 10 min.)

w buforze PBST. Nastepnie przygotowywano rozcienczenia przeciwciat Il-rzedowych sprzezonych

zHRP (tab.13.), w ktérych inkubowano membrany przez 1h w RT na kotysce laboratoryjne;j.

Po zakonczonej inkubacji membrany przeptukano 5-krotnie buforem PBST.

Tab. 13. Wykaz przeciwciat II-rzgdowych wykorzystanych w technice Western Blottingu, odpowiednich dla przeciwciat
I-rzedowych. Przeciwciata II-rzgdowe rozcienczano w 5% roztworze odtluszczonego mleka rozpuszczonym w buforze PBST.

Secondary Antibody, HRP)

peroksydazg chrzanowg (Goat anti-Rabbit 1gG (H+L)

Nazwa Rozcieficzenie e Produkt
katalogowy firmy:
Kozie przeciwciato IgG anty- krolik sprzgzone z
peroksydaza chrzanowg (Goat anti-Rabbit 1gG (H+L) 1:3000 31460
Secondary Antibody, HRP) Thermo Fisher
Kozie przeciwciato 1gG anty- krolik sprzgzone z Scientific
1:3000 31430

W celu wizualizacji badanych biatek stosowano komercyjnie dostgpne zestawy do luminescencji

SuperSignal™ West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate i SuperSignal™ West Femto PLUS

Chemiluminescent Substrate (Thermo Fisher Scientific). Odczyt emitowanego Swiatla byl mozliwy,

dzigki systemowi do detekcji marki Syngene (G:BOX Chemi XT4 Gel and Blot Imager, Syngene) lub

klisz fotograficznych (blona $wiatloczuta).
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6. Proces izolacji calkowitego RNA

Proces izolacji RNA wykonywano dzigki komercyjnie dostepnemu zestawowi RNeasy Mini Kit
(Qiagen). Po zakonczonym eksperymencie komorki przygotowywano zgodnie z opisem
przedstawionym w rozdziale III.5.1. Pelety komorkowe przechowywano w -80°C do izolacji
catkowitego RNA. W tym celu poddano lizie w 350 pl buforu lizujacym RLT (dotaczonym do zestawu).
Uzyskane lizaty nakladano na zloza kolumn QlAshredder (Qiagen) i wirowano przy 14000 rpm przez
2min w RT (proces zmnigjszania lepkosci roztworu). Powstaly przesacz przeniesiono na zloza
kolumn gDNA eliminator i zwirowano przy 10000 rpm przez 30 s w RT (proces usuwania DNA).
Po wirowaniu do uzyskanych przesaczy dodawano 350 pl schtodzonego 70% etanolu.
Powstale zawiesiny nanoszono na zloza kolumn RNeasy Mini Spin Columns i wirowano
w ww. warunkach, nadsacz usuwano z probowki. Na ztoza kolumn nanoszono 700 ul buforu RW1
i wirowano w tych samych warunkach; powstaly przesgcz usuwano. Ztoza kolumn dwukrotnie
przeptukiwano 500 pl buforu RPE i wirowano. Po przemyciu z16z, kolumny przenoszono do nowych
probowek i dwukrotnie wirowano przy 10000 rpm przez 1 min w RT (suszenie kolumn).
Nastepnie na ztoza kolumn nanoszono 50 pl wody wolnej od RNAz i inkubowano przez 5 min w RT.
Po zakonczonej inkubacji probki wraz z kolumnami wirowano przy 10000 rpm przez 1 min i dwukrotnie
eluowano powstatym przesaczem (elucja RNA z kolumny). Po zakonczonym procesie izolacji

wykonano pomiar st¢zenia i jako$ci . Uzyskane preparat rzecho ano w - .
vk pomiar stezenia i jakosci RNA. Uzyskane preparaty RNA przechowyw 80°C

6.1. Ocena ilosciowa i jakoSciowa uzyskanego RNA

Pomiaru dokonywano na urzadzeniu NanoDrop 1000 w programie dla kwasu rybonukleinowego
przy parametrach: A260/280 i A230/260. Stezenie wyrazono w jednostkach ng/ul. Przyjmuje sie,
ze dobrej jakosci RNA ma parametry: A260/280>1,8 i A260/230>1,8; RNA o wysokiej jako$ci
wykorzystywano do dalszych analiz [154]. Celem wizualizacji frakcji RNA (tj. 28S, 18S i 55)
przeprowadzono rozdziat elektroforetyczny w 1% zelu agarozowym w buforze zawierajgcym DEPC
w obecnosci bromku etydyny, a $rodowisko jonowe zostalo zapewnione dzigki buforowi TBE
przygotowanemu w wodzie traktowanej DEPC. Rozdziat elektroforetycznym przeprowadzono
przy napieciu 110 V przez 30 min. Oceny jakoSci dokonano z uzyciem systemu do analiz

i dokumentacji zeli (Syngen).
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7. Analiza ekspresji wybranych genow na poziomie mRNA (Real-Time PCR)

Technika real-time PCR (znana takze, jako PCR w czasie rzeczywistym) jest jedna z odmian
reakcji PCR. Umozliwia §ledzenie procesu namnazania badanych fragmentéw w czasie rzeczywistym,

dzieki zjawisku fluorescencji, a wyktadniczy wzrost krzywej pozwala na ilosciowe okreslenie produktu.

7.1. Synteza cDNA

Aby uzyska¢ cDNA (komplementarne DNA) wykorzystano proces odwrotnej transkrypcji
z wczesniej wyizolowanego RNA z komoérek. Mieszaning reakcyjng przygotowano w koncowej
objetos¢ 20 ul i zawierata: 1 pg catkowitego RNA (matryca reakcji), 4 U odwrotnej transkryptazy
M-MLV (Invitrogen), 0,5 uM losowych heksamerow (ang. random hexamer; zastgpujace startery
w reakcji; Invitrogen), bufor B i 5 mM MgCl, (Applied Biosystem), a takze 1 mM roztworu mieszaniny
dNTPs i 1 U/ul inhibitoréw RNAz (Applied Biosystem). Reakcje przeprowadzono w termocyklerze
w warunkach reakcji: 10 min w 22°C, nastepnie 30 min w 42°C, inaktywacja odwrotnej transkryptazy

w 99°C przez 5 min. Po zakonczonej reakcji probki rozcienczano 4-krotnie i przechowywano w -20°C.

7.2. Real-time PCR (RT-qPCR)

Reakcje real-time PCR przeprowadzano z wykorzystaniem komercyjnie dostepnej mieszaniny
RT PCR Mix SYBR (A&A Biotechnology) zgodnie z zaleceniem producenta. SYBR Green 1 jest
znanym barwnikiem fluorescencyjnym, ktory specyficznie wigze si¢ do dsDNA, a wyzwalany sygnal
jest wprost proporcjonalny do ilosci DNA w badanej probie. Mieszanina reakcyjna przygotowywano
na 10 ul koncowej objetosci i zawierata: 0,1 U/ul polimerazg DNA Taq, 4 mM MgCl,,
uprzednio przygotowane cDNA oraz 2x stgzony bufor reakcyjny zawierajacy SYBR Green.
Do mieszaniny reakcyjnej dodatkowo dodawano wczesniej przygotowane cDNA i pare starterow
o stezeniu 0,3 uM kazdy. Wykorzystane startery przedstawione w tab. 14. zsyntetyzowane zostaty
w firmie  Genomed. Temperatur¢  przylaczania  starterow  ustalono  poprzez reakcje

w gradiencie temperaturowym.

Tab. 14. Sekwencje starterow wykorzystanych w ramach niniejszej pracy doktorskie;j.

Wielko$¢ | Temperatura

Nazwa genu Nazwa Sekwencja 5’ >3’ produktu | przylaczania
sterteru (pz) [°C]
Forward | CTTTGTAGCCGTGGGTGACT
ACPS5 103 69

(ang. Acid Phosphatase 5) | Reverse | CAGGATCTGCACAGTCCGAG

Forward | CAAATAAAGCCATGCCAATC

ACTB 144 56
(ang. Actin, Beta) Reverse | GCAAGCAGGAGTATGACGAG
Forward | GGTGGTGATCCCAGTCACAG
APOL3 153 68
(ang. Apolipoprotein L3) Reverse | TCCAATGTGGTGTCCAGCTC
BEX2 Forward | GAGTCCAAAGAGGAACGAGCG
(ang. Brain Expressed X- 123 68
linked 2) Reverse | ATTCAAAGGTAGGGCCAAGGG
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Forward | TCGCTTTCTGCTCTTCCACA
CASP1 118 68
(ang. Caspase-1) Reverse | TCCACATCACAGGAACAGGC
CIBAR2 Forward | GTGACTTTGTAACTATTGAGATGGT
(ang. CBY1 Interacting 104 69
BAR Domain Containing Reverse | CAGTAGATCCCTCTCCAGGTCA
2)
CRABP?2 Forward | CCTGGTGAAATGGGAGAGTGA
(ang. Cellular Retinoic 110 69
Acid Binding Protein 2) Reverse | TCA GTTCCCCATCGTTGGTC
CTHRC1 Forward | AGTGGCTCACTTCGGCTAAA
(ang. Collagen Triple 131 61
Helix Repeat Containing Reverse | ATTTCAGGGCTTCCTTGGTCC
1)
DDX60 Forward | GCAACCCAGAGTCATGGACA
(ang. DEAD-Box R 114 54
Helicase 60) everse | ACAAGTCCAGCAAACCCCAT
Forward | CTGAAAGAGGGCTGTGCCTT
EOMES 152 64
(ang. Eomesodermin) Reverse | TCCAAAAGCCGGGGGTTAAG
GAPDH Forward | TTCCATGGCACCGTCAAGGC
(ang. Glyceraldehyde 3- 173 63
Phosphate Reverse | TGCAAATGAGCCCCAGCCTTCT
Dehydrogenase)
Forward | CGACTGTGTGTGTATGTGCTG
GAST 100 69
(ang. Gastrin) Reverse | TACCTAAGGGTGCATCTGGCT
ICAM1 Forward | AACCTGCCTTTCCCCAGAAG
(ang. Intercellular R 190 67
Adhesion Molecule 1) everse | ACCGCTGAGTGTCATTGTGA
ICOSLG Forward | AAGCTTCTGTCCCTCATGCC
(ang. Inducible T Cell ™o TCTCACAAATGCCGACGTGA 106 ®9
Costimulator Ligand) everse
IF16 Forward | AATGCGGGTAAGGATGCAGG 200 67
O i proeins). | Reverse | CCATTCAGGATCGCAGACCA
IF116 Forward | GAGCAAGCCAGCACTAGTCA
(ang. Interferon Alpha. CGGAACCGCAGGATGTTGTA 19 >0
Inducible Protein 16) everse
IF127 Forward | CTTCACTGCGGCGGGAATC
(ang. Interferon Alpha R 158 59
Inducible Protein 27) everse | CCAGGATGAACTTGGTCAATCC
IF144 Forward | ACGAATTCTGCTGCTGGGTC
(ang. Interferon Alpha ™" CACCAAAGCCTGATGCGTTAC 100 >
Inducible Protein 44) everse
IFIT1 Forward | TGGCAGAAGCCCAGACTTAC
(ang. Interferon Induced 187 66
Protein Wgh Tetrair)icopeptide Reverse | TCAGGGTCCACTTCAAGCAC
epeats
IFIT2 Forward | AGGAAGGGTGGACACGGTTA
(ang. Interferon Induced 178 66,5
Protein Wgh Te"ag)impep“de Reverse | TGCCTCAGAGGGTCAATGGC
epeats
IFIT3 Forward | GGGCAGACTCTCAGATGCTC
(ang. Interferon Induced 159 55
Protein Wgh Tetra;r)icopeptide Reverse | TCAAAACACACCTTCGCCCT
epeats
IFITM3 Forward | TAGGGACAGGAAGATGGTTGG
(ang. Interferon Induced R 122 54
Transmembrane Protein 3) everse | GGATGACGATGAGCAGAATGG
INKA1 Forward | ACAGCTATGGCAGGAAAGCG
(ang. Inka Box Actin 121 69
Reverse | CATTGCAGATGATGGGCTGG

Regulator 1)
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IRE1 Forward | AAGGAAAGTGGGGTCCTTCG 124 67
(ang. Interferon ﬁfgu'at"ry Reverse | ATGTGGCAAGATCCACACGA
IRF9 Forward | TCCTCCAGAGCCAGACTACT - 63
(ang. Interferon gR)eg“'a“’ry Reverse | CAATCCAGGCTTTGCACCTG
KCNK6 Forward | GAGCACCCGTTAGTGTCCTT
(ang. Potassium Two Pore 143 61
Domain Channel Reverse | TCCAGAGCAACTAGGGGGAT
Subfamily K Member 6)
KLRG2 Forward | CTGAGGACGGCGAGGACAATC
(ang. Killer Cell Lectin R 197 67,5
Like Receptor G2) everse | GGCTGCCCAAGCTCTCAACT
LACC1 Forward | AGAAGCCAGGATAGGTGTGGA
(ang. Laccase Domain 128 67
Containing 1) Reverse | CTGACTCAATGACCACTGCCT
MAFB Forward | TCGACCTGCTCAAGTTCGAC
(ang. MAF BZIP 127 69
Transcription Factor B) Reverse | GAGCTACACGGAGTGCTGAG
NCR3LG1 Forward | GTCTCCGTCAACTCTTTACGC
(ang. Natural Killer Cell 188 67,5
Cytotoxicity Receptor 3 Reverse | CTTTCAGATCACCTTCGGTCG
Ligand 1)
NDRG4 Forward | GAGAAGGAGGAGAGAGCCCA
(ang. NDRG Family 166 69
Member 4) Reverse | ACCACACTGCTACTGATGGC
OAS1 Forward | CTTTGATGCCCTGGGTCAGT
(ang. 2 =5 ~Oligoadenylate = TGAGGCTCTTGAGCTTGGTG 170 8
Synthetase 1) everse
0OAS3 Forward | ACTACAACGCCAAGGACAAGA - 61
00 2ot sy “© [ Reverse | GATGATAGGCCTGGGCTTCTG
OTUD1 Forward | TCCACATCATTCCAGACGGC 178 -
(ang. OTU Dle)“b'q“'“”ase Reverse | TGGGCAGCAGCGATGATAAA
PML Forward | TGAACCGGGAAAGCAAGTTC 184 61
(ang. P'\gta’;gfc'gar Body I Reverse | AGGGCCCGGAAGAAGTTTG
PTAFR Forward | GATCACCCTGCCACTTTGGA
(ang. Platelet Activating 117 67
Factor Receptor) Reverse | GCCACAGAGCAGTAGGTGTT
SLAME7? Forward | GGAAGATCCAGCAAATACGG
(ang. SLAM Family 183 67,5
Member 7) Reverse | GTTTTCTTTGGGCCGAGAAT
SOCS1 Forward | CCCTTCTGTAGGATGGTAGCAC
(ang. Suppressor Of 95 67,5
Cytokine Signaling 1) Reverse | GAAGAGGAAGGTTCTGGC
TAP2 Forward | TCGCACAGTGCTGGTGATTG
(ang. Transporter 2, ATP 132 53
Binding Cassette Reverse | ACCAGGCGGGAATAGAGGT
Subfamily B Member)
TNFRSE14 Forward | GAACTGCTCCAGGACAGAGA
(ang. TNF Receptor 108 60
Superfamily Member 14) Reverse | CTGGAGGTGGCGTAAGCG
TRANK1 Forward | GACAGCCACAGTGGAGTACC
(ang. Tetratricopeptide 109 68
Repeat And Ankyrin Reverse | AGTGCCACTTCGCCCAATAA
Repeat Containing 1)
WARS1 Forward | ACAGCGACTGCATTGGGAAG 189 53
(ang. Tryptophamyl-RNA ™2 erse | GGGCTGGTTTAGGATAGCCG

Synthetase 1)
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WEDC2 Forward | CCTGCCCCCAGGTGAACATTA
(ang. WAP Four-Disulfide R 102 69
Core Domain 2) everse | CATTGCGGCAGCATTTCATCT
WEDC5 Forward | ATCCACCCCTGGTTTCTCCT
(ang. WAP Four-Disulfide R 153 64
Core Domain 5) everse | TGGAGGAAGCAGCATGTACG
WNT4 Forward | ACGTGCGAGAAACTCAAGGG e .
(ang. vint Fefnily Member " Reverse | CGGAACTGGTACTGGCACTC

Reakcje przeprowadzono w termocyklerze CFX Opus Real-Time PCR (BioRad) przy nastepujacym
profilu czasowo/temperaturowym: denaturacja wstgpna 95°C przez 3 min; denaturacja wiasciwa 95°C
przez 10 s; przylaczanie starterow 15 s, temperatura przylaczania starterow zawarta w tab. 14.;
wydhluzanie nici 72°C przez 15 s. Dodatkowym etapem byla analiza topnienia produktu PCR
w temperaturze 65-95°C, a zmiana temperatury wzrastata o 0,5°C co 5s. Liczba cykli reakcji wynosita
maksymalnie 35 cykli. Ekspresje badanych genéw normalizowano wzgledem gendéw referencyjnych
ACTB lub GAPDH. Do analizy ekspresji badanych genow uzyto metody komparatywnej 2-44CT,
Wyniki przedstawiono jako rdéznice poziomu ekspresji badanego genu migdzy probami badanymi,

a proba referencyjng.

8. Badanie wplywu substancji aktywujacych bialko p53 na podatnosé komorek
nowotworowych na cytotoksyczne dzialanie komorek NK-92

8.1. Testy MTS

Test MTS (oparty o barwnik: 3-(4,5-dimetylotiazol-2-il)-5-(3-karboksymetoksyfenyl)-2-(4-
sulfofenylo)-2H-tetrazolium) to metoda uzywana do oceny aktywnosci metabolicznej stosowana
w analizach kultur komoérkowych. Komorki zywe redukuja zo6tty barwnik MTS do formy
fioletowo-wisniowej (formazanu) za pomoca dehydrogenaz uczestniczacych w metabolizmie
komoérkowym. Formazan, jest rozpuszczalny w rozpuszczalnikach organicznych. Pomiar absorbancji
formazanu wykonuje si¢ spektrofotometrycznie przy dlugosci fali 490-500 nm. WyzZsza absorbancja jest
zazwyczaj zwigzana z wigksza aktywno$cia metaboliczng komorek (wiecej zywych komorek),
natomiast nizsza $wiadczy o obecnosci czynnikéw cytostatycznych i/lub cytotoksycznych, ktore
wplywaja na mniejsza zdolno$¢ komoérek do redukcji MTS (co $wiadczy o mniejszej liczbie
zywych komorek).

Do oceny wptywu substancji aktywujacych p53 na cytotoksyczne dzialanie komorek NK-92
wykorzystano komercyjnie dostepny zestaw CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation
Assay (Promega). Analizowano linie: A549, A549 CRISPR-Control oraz A549 CRISPR-p53;
NCI-H460 oraz NCI-H1299 (status genu 7P53 w liniach nowotworowych przedstawiono w tab.1.).
Schemat eksperymentu przedstawiono na ryc. 12. Pierwszym etapem eksperymentu bylo zatozenie
hodowli komorek nowotworowych na ptytkach hodowlanych o powierzchni 21 c¢cm? i poddano

je traktowaniu mieszaning AN (lub pojedynczymi substancjami mieszaniny, tj. aktynomycyng D
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oraz nutling-3a), aby aktywowac biatko p53 w komoérkach nowotworowych. W przypadku komoérek
kontrolnych poddano je dzialaniu DMSO. Po uptywie 48h od traktowania komorki nowotworowe
trypsynizowano i liczono w obecno$¢ btekitu trypanu (Merck). Komorki NK-92 hodowano w butelce
hodowlanej w standardowych warunkach, a w dzief eksperymentu liczono w obecno$ci biekitu trypanu.
Niezaleznie od rodzaju komorek pobierano odpowiednia liczbg i wirowano w warunkach 1200 rpm
przez 2 min. Nastepnie komorki zawieszano w medium hodowlanym przeznaczonym dla komorek
NK-92 (tab. 4.). Zakladano wspolng hodowlg komorek nowotworowych z komodrkami NK-92
w stosunku ilo§ciowym 1:1 na ptytce 96-dotkwej. Gtowng kontrola dla eksperymentu stanowily
komorki nowotworowe pozbawione kontaktu z komoérkami NK-92, ktoére przez 24h takze hodowano
w medium dla komorek NK-92. Po uptywie 24h usuwano komorki NK-92 ze wspdlnej hodowli
wraz z medium hodowlanym, wymieniajac na pozywke hodowlang przeznaczong dla danych komorek
nowotworowych. Pomiar MTS wykonywano po uptywie 48h, aby umozliwi¢ regeneracje komorkom
nowotworowym, ktore przezyly kontakt z komérkami NK-92. W dzien pomiaru komérkom dodawano
substrat MTS rozpuszczony w bezbarwnym medium. Pomiar wykonywano w spektrofotometrze

przy dtugosci fali 490-500 nm.

Komérki 4
nowotworowe
& e 5000 kom./dotek . . :
e il ‘ _JlIIlll'lllll‘ll.':,,,--"'— :
A : x ' :
e T : Z a8h <Cal ) 'O g Usunigcie medium
DMSO ‘ { > ] «CH A 24h z komérkami NK-92
: A —> ) ' S —
. Komérki
T .~ nowotworowe
Regeneracja
. ; komérek 72h
o YO N E { . X
I N
) ’ . Pomiar aktywnosci
) metabolicznej
Koméorki
nowotworowe
NK-92 3
v
1 || 1 2 3
:}-l—!I’IlII/II‘I‘""' P -
= A
A A 4 ! )
—_ — —~ — = —
LP v, h N
" & (| Komérki B ::/ D D )
e | NOWOIWOrOwe NN N
. wybarwiono 0,01% .
NK-92". gencjang

Rye. 12. Graficzne przedstawienie testu MTS w ko-kulturach komorek nowotworowych z komoérkami NK-92.
Wykonanie wlasne w programie BioRender Na schemacie ptytki 96- oraz 6-dotkowej przerywana linia oznaczono miejsca,
w ktorych hodowano komérki nowotworowe, natomiast ciggla czerwona linia oznacza dotki, w ktérych zaktadano ko-kultury
(do komorek nowotworowych dodawano komorki NK-92).
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8.2. Medium kondycjonowane

8.2.1. Analiza aktywacji szlaku IFNy we wspoéthodowlach komorek
nowotworowych z NK-92

Komoérki NK wykazuja silng cytotoksyczno$¢ wzglgdem komoérek nowotworowych
oraz zakazonym wirusem. Podczas swojej aktywacji komorki NK wydzielajg szeroka game cytokin.
Jedng z najsilniejszych cytokin efektorowych jest interferon-y (IFN-y). Jednym z celow projektu byta
ocena wplywu substancji wydzielanych przez komorki NK-92 na aktywacje¢ biatek uczestniczacych

w szlaku IFN-y [125]. Schemat eksperymentu przedstawiono na ryc. 13.

=
i T . S Znad komérek
H)LN/ | 1 2 3 zebrano medium i p 7 3
| E 48h DMSO A+N IFN-y X 24h doda_no do
DMs0 A komérek A549 A
ks Komérki
A _“nowotworowe g [[PMs0 AN

= DA AN | ’

T AN { ‘
| - ¥

“NK-92
= Analiza poziomu
ﬂ__.ﬁ/ ] syntezy biatek
fa metoda Western
Blottingu

" "NK-92

Rye. 13. Graficzne przedstawienie eksperymentu analizy aktywacji szlaku IFN-y w wspothodowlach (ko-kulturach) komdrek
nowotworowych z komoérkami NK-92. Opis schematu znajduje si¢ w tek$cie ponizej. Wykonanie wlasne za pomoca
programu BioRender.

Komorki nowotworowe wysiewano na plytki o powierzchni hodowlanej 21 c¢m? i poddawano
je dziataniu mieszaniny AN lub DMSO (w przypadku kontroli). Po 48h od traktowania komorki
nowotworowe trypsynizowano i zliczono niewybarwione komorki w obecnosci bigkitu
trypanu. Okreslong liczbe komorek zawieszono w pozywce RPMI 1640 nie zawierajacej
surowicy. Komorki NK-92 zebrano 1 postgpowano analogicznie jak, w przypadku komorek
nowotworowych. Komorki wysiewano i na ptytce 6-dotkowej w koncowej objetosci 2 ml w nastepujacy
sposob:  komoérki nowotworowe kontrolne; komoérki nowotworowe kontrolne w  stosunku
ilosciowym 1:1 z komoérkami NK-92; komorki nowotworowe poddane wczesniej dziataniu AN;
komoérki nowotworowe traktowane AN w stosunku 1:1 do komorek NK-92; komorki NK-92.
Komorki hodowano przez 24h. Aby sprawdzi¢ wplyw wydzielanych substancji przez komorki NK-92

uzyskano medium kondycjonowane. Komorki nowotworowe wysiano na drugg plytke 6-dotkowsa
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o konfluencji 100%. Po zakonczonej wspdthodowli (ko-kulturze) zebrano medium znad komorek
i wirowano w 1200 rpm przez 2 minuty. Uzyskany nadsacz dodano komorkom nowotworowym
o konfluencji 100%, uprzednio usunigto wczesniejsza pozywke. IFN-y jest jedna z cytokin
wydzielanych przez komodrki NK, dlatego stanowil kontrole eksperymentu. Komodrki nowotworowe
z medium kondycjonowanym inkubowano przez 6h, po zakonczonej inkubacji komoérki zebrano na lizat

zgodnie z opisem z rozdziatu I11.5.1.

8.2.2. Analiza wplywu kondycjonowanej pozywki znad komorek NK-92
na indukcje apoptozy w komérkach nowotworowych

Ligand FAS (FASLG) odgrywaja kluczowa role w procesie apoptozy. Komorki linii NK-92 sg znane
z cytotoksycznych wilasciwosci wzgledem komoérek nowotworowych poprzez wydzielanie réznych
substancji m.in. cytokin tj. IFN-y czy FAS/FASLG. Dlatego postanowiono oceni¢ wplyw wydzielanego
ligandu FAS przez komorki linii NK-92 do pozywki hodowlanej o r6znej konfluencji komorek oraz
jakie niesie to za soba konsekwencje.

Komorki nowotworowej linii A549 wysiano na ptytki hodowlane o powierzchni 21 cm2,
apozytywna kontrola eksperymentu stanowity komorki eksponowane na mieszaning AN
z ligandem FAS. Natomiast komorki linii NK-92 wysiewano w liczbie 50 000 komorek na szalke
lub 200 000 komorek na szalke. Po uplywie 24h pobrano pozywke znad komorek NK-92
i po odwirowaniu komorek NK-92, na szalki hodowlane zawierajace komorki linii A549
dodano medium kondycjonowane. Komorki z medium kondycjonowanym inkubowano przez 4,5h,

a nastepnie zbierano na lizaty zgodnie z opisem z rozdziatu I11.5.1.

9. Analiza statystyczna i opracowanie wynikow

Otrzymane wyniki poszczegdlnych badan analizowano statystycznie w programie GraphPad
(wersja 10.2.2.). Wyniki przedstawiono jako $rednia z co najmniej trzech powtérzen biologicznych,
a kazde z powtorzen biologicznych wykonano trzy razy. Wyniki RT-qPCR, testow lucyferazowych
oraz testow MTS najpierw poddano normalizacji w programie GraphPad, a nastgpnie wykonano
test statystyczny Shapiro-Wilka. Warto$¢ p <0.05 uznano za istotng statystycznie (* p<0.05; ** p<0.01;
**% p<0.001). Graficzna prezentacja wynikdéw oraz paneli pogladowych zostaty wykonane w programie
Adobe Photoshop ver. CC lub w pakiecie Microsoft Office i nie zostaly poddane jakimkolwiek
modyfikacjom graficznym. Ryciny pogladowe zostaly wykonane w programie BioRender

(https://biorender.com/).
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IV. Wyniki

1. Przedstawienie modelu badawczego — synergistyczna aktywacja szlaku bialka
p53 indukowana przez aktynomycyne D i nutling-3a

Biatko p53 kodowane przez gen TP53 od lat jest uznawane za ,straznika genomu”, uczestniczy
posrednio lub bezposrednio w niemal kazdym procesie komorkowym. Do aktywacji biatka p53
dochodzi w odpowiedzi na czynniki naturalne tj. promieniowanie UV, stres oksydacyjny itd.
Z drugiej strony, biatko p53 moze by¢ aktywowane w wyniku dziatania egzogennych czynnikow,
np. chemioterapeutykéw i promieniowania jonizujagcego Ww ramach terapii przeciwnowotworowe;.
Aktywacja prawidlowej formy biatka p53 w trakcie terapii przeciwnowotworowej moze przyczynic si¢
do zahamowania cyklu komoérkowego 1 aktywacji apoptozy. W eksperymentalnej terapii
przeciwnowotworowej stosuje si¢ inhibitory MDM2, ktore hamuja powstawanie kompleksu
MDM2/p53, co prowadzi do aktywacji pS3 ze wszystkimi tego konsekwencjami [113].

Grupa Profesora Rusina (NIO-PIB, Gliwice) do aktywacji biatka p53 stosuje mieszaning substancji
przeciwnowotworowych — aktynomycyne D i nutling-3a (AN) — ktoére dzialaja synergistycznie
w aktywacji biatka p53 [117]. Dzicki stosowaniu mieszaniny AN mozliwa byla identyfikacja wielu
genow zwigzanych z odporno$ciag wrodzong czy zwigzanych z chorobg Alzheimera [10], [118], [122].
Jako dodatkowy czynnik stosowano takze kamptotecyne (CPT), ktora jest rowniez silnym aktywatorem
biatka p53 [118].

Dzigki danym transkryptomicznym i proteomicznym uzyskanym przez grupg Profesora Rusina
dowiedziono, ze w linii komdrkowej A549 pod wplywem dzialania kombinacji AN zwicksza sie
aktywacja wielu genéw zwigzanych z p53. Jako model badawczy we wcze$niej wspomnianych
badaniach zastosowano ludzka, nowotworowa lini¢ niedrobnokomorkowego raka ptuca A549, ktoéra
dotychczas nie byta wykorzystywana do wysokoprzepustowego poszukiwania gendéw docelowych
biatka p53. Linia komdrkowa A549 posiada dziki gen TP53. Dodatkowo, przeprowadzono badania
tranksryptomiczne w innych liniach nowotworowych o dzikim statusie genu 7P53, ktére eksponowano
na mieszaning AN: A375 (ludzka linia czerniaka zlo$liwego), NCI-H460 (ludzka linia
niedrobnokomadrkowego raka ptuca) oraz U-2 OS (ludzka linia kostniakomigsaka) [122], [149].

Dlatego gléwnym modelem badawczym w niniejszym projekcie doktorskim jest linia A549
oraz zmodyfikowana linia A549 ze zredukowang ekspresjga genu 7P53 uzyskang za pomoca
metody CRISPR/Cas9 (ryc.14.). Zastosowano takze lini¢ kostniakomigsaka U-2 OS w wersji
wyjsciowej oraz ze zredukowang ekspresjg 7P53 (ryc.14.). W ramach projektu doktorskiego uzyskano
takze zmodyfikowang lini¢ NCI-H460 wykorzystujac t¢ samg metode CRISPR/Cas9 co w przypadku

wspomnianych wyzej linii komorkowych (ryc.14.).
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Ryec. 14. Ocena skuteczno$ci wyciszenia ekspresji genu 7P53 w liniach: U-2 OS, A549 oraz NCI-H460; wykonana technikg
Western Blottingu. Zredukowana ekspresj¢ genu 7P53 uzyskano metoda CRISPR/Cas9. Kontrola wewngtrzng eksperymentow
sa biatka HSC70. Komoérki CRISPR-Con (linia komorkowa, w ktorej zastosowano procedurg kontrolng) oraz CRISPR-p53 (linia
komorkowa ze zredukowana ekspresja genu 7P53), poddano dziataniu DMSO (ktéry jest rozpuszczalnikiem wszystkich
substancji; stanowigcy kontrolg), AN (mieszanina zwiazkow aktynomycyny D oraz nutliny-3a) oraz CPT (kamptotecyna).
Zaréwno mieszanina AN jak i CPT posiadaja zdolnos$¢ aktywacji biatka p53 w komorkach o dzikim statusie genu 7P53.

W liniach U-2 OS oraz A549 pomimo zastosowania techniki CRISPR/Cas9 obserwuje si¢ sygnat
pochodzacy od catkowitej formy biatka p53 (ryc.14.). Wynika to z tego, ze zastosowana metoda
generuje w czegsci komorek mutacje DNA powodujaca delecje kilku aminokwaséw w sekwencji biatka.
Aby sie przekonaé, w jakiej cze$ci komorek biatko p53 jest rzeczywiscie unieczynnione, zastosowano
przeciwcialo wykrywajace fosforylacje seryny 37 (p53-Ser37). Sekwencje uzyte w metodzie
CRISPR/Cas9 celuja w cze$¢ genu biatka p53 kodujaca obszar w poblizu seryny 37. Forma biatka p53
z fosforylowang seryng 37 moze by¢ uzyta jako marker aktywacji biatka p53 w komorce. W przypadku
badania fosforylacji Ser37-p53 nie obserwuje si¢ sygnalu w komorkach w ktérych zastosowano
procedure CRISPR/Cas9 wycelowang w gen 7P53 (CRISPR-p53) (ryc. 14). Oznacza to, ze

w przewazajacej wickszosci komorek obecna jest dysfunkcyjna forma biatka p53.

2. Wybér genéw potencjalnie regulowanych przez bialko p53

Jednym z celéow niniejszego projektu doktorskiego bylo sprawdzenie, czy p53 uczestniczy
w aktywacji wybranych genow (tab. 15.). Ich selekcji dokonano w oparciu o dane transkryptomiczne
pochodzace od wspomnianych wyzej komorek. Jednym z gltéwnych kryteriow wyboru bylo
wystepowanie aktywacji genu pod wpltywem traktowania AN w co najmniej dwoch
liniach komoérkowych. Aktywacja ekspresji genu przez AN nie jest jeszcze dowodem na to, ze gen ulega
aktywacji za posrednictwem p53. Silnej wskazowki dostarcza dopiero porownanie aktywacji wybranego

genu w komorkach z prawidlowym oraz uszkodzonym biatkiem p53.
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Tab. 15. Geny wybrane do bardziej szczegétowej analizy ekspresji metoda RT-qPCR. Wyboru dokonano w oparciu o dane
uzyskane za pomoca sekwencjonowania transkryptomu przedstawionych linii komodrkowych eksponowanych na
mieszaning AN [155].

Krotno$¢ zmiany ekspresji
pod wplywem mieszaniny

Nazwa Funkcja kodowanego biatka AN sz‘igle;den’l kontr.o fiw
genu linii komorkowej:
U-2 NCI-
A549 oS A375 H460

Bierze wudzial w defosforylacji bialek w macierzy kosci.
Prawdopodobnie bierze udziat w niektorych stanach patologicznych,
ACPS tj. choroba Gaucher i Hodgkina oraz rdéznych typach biataczki. 33 32 11 3
Uczestniczy takze w regulacji prawidlowych funkcji makrofagow
[156].

Moze wplywaé na ruch lipidow w cytoplazmie czy umozliwié
wiazanie lipidow do organelli. Uwrazliwia komorki nowotworowe
APOL3 na ferroptoz¢. Natomiast w mikrosrodowisku guzu nadekspresja
APOLS3 przyczynia si¢ do zwigkszonej liczby limfocytow T CD8+
poprzez zmniejszenie liczby makrofagoéw M2. Indukowane przez
cytoking IFN-y [157], [158].

Regulator apoptozy mitochondrialnej i cyklu komoérkowego w fazie
G1. Odgrywa szczegolnie istotng role w nowotworze piersi, chroniac
komoérki  nowotworowe  przed apoptoza  mitochondrialng
(za posrednictwem bialek z rodziny BCL2). Przyczynia si¢
do zwigkszonej proliferacji poprzez szlak NF-xB w komoérkach
glejaka  wielopostaciowego. Prawdopodobnie  bierze udziat
w odpowiedzi immunologicznej, jednak ten obszar wcigz stanowi
obszar badan [159], [160], [161].

CIBAR2 (znane takze jako FAM92B) funkcje¢ biatka nie sag w petni
znane. Prawdopodobnie odgrywa kluczowa rolg w ciliogenezie
CIBAR? (proces formowania i wzrostu rzesek, czyli cienkich, wlosowatych | 501 4 6 5
struktur na powierzchni komorek). Jest brany pod uwage jako
potencjalny gen ryzyka w chorobie Alzheimara [162], [163].
CRABP2 Trapsportuje ’kwas retinolowy (retinol, pochodna witaminy A)
do jadra komorkowego [164].

Moze  dziata¢  jako  negatywny  regulator  depozycji
macierzy kolagenowej. Dodatkowo moze uczestniczy¢ w regulacji
CTHRCI procesow komorkowych zwigzanych z ruchem tj. migracja
czy remodelowaniem tkanek. Moze uczestniczy¢ w szlakach
sygnatowych zwigzanych z transformacja komoérek (szczegoélnie
procesach rozwoju, gojenia si¢ ran czy nowotworzenia) [165].
Uczestniczy w roznicowaniu trofoblastow oraz w gastrulacji,
regulujac mezodermy i endodermy. Odgrywa istotng rol¢ w rozwoju
mozgu. Bierze takze udzial w roéznicowaniu limfocytow T CD8+
EOMES podczas odpowiedzi immunologi.cznej, regt_llt_quc ekspresje g§néw
efektoréw litycznych. EOMES jest czynnikiem transkrypcyjnym
indukujacym IFN-y. Uczestniczy w transkrypcji, kontrolujac
ekspresje genow poprzez wigzanie si¢ z konkretnym fragmentem
DNA [166].

Pobudza btong $luzowa zotadka do produkcji i wydzielania kwasu
solnego oraz trzustki do wydzielania enzyméw trawiennych.
Stymuluje skurcze migsnie gtadkie, zwigkszajac krazenie krwi oraz
GAST wydzielanie wody w zotadku i jelitach. Oprocz tego wykazuje 11 23 817 6
potencjat mitogenny w stosunku do bialek nablonka zotadka
iuczestniczy w szlaku NF-xB. Poprzez swoje dzialanie moze
posredniczy¢ w reakcji zapalnej [167].

Ligand dla receptorow powierzchniowych limfocytow T. Dziata jako
sygnat stymulujacy w proliferacji limfocytow T oraz sekrecji cytokin
ICOSLG tj. IFN-y. Indukuje proliferacje limfocytow B i ich réznicowanie 11 7 10 2
w komorki plazmatyczne. Moze odgrywac istotna role w wyciszaniu
stanow zapalnych [168].

INKA] Ir'lhibitor kinazy bia’rkowej. Serynowo-treoninowej ?AK4 i pc?ziomy
histonu H4K16ac [169]. Kinaza PAK4 moze chroni¢ komorki przed

218 6 20 11

BEX2 12 5 10 12

19 1 14 8

26 14 1 29

28 5 20 21
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apoptoza poprzez hamowanie kaspazy-8 [170]. Najnowsze
doniesienia wskazujg, ze kaspaza-8 moze wpltywacé na odpowiedz
immunologiczna, wplywajac na ekspresje cytokin zapalnych,
uczestniczac w pyroptozie [171].

KCNK6

Uczestniczy w transporcie jondw potasu przez blong komoérkowa,
ktory sprzyja formowaniu inflamasomu [172].

13

19

KLRG2

Funkcje biatka nie sa w petni znane. KLRG2 wykazuje funkcje
zwigzane z metylacja DNA u pacjentdow ze schizofrenig. Inne badania
wskazuja jego regulatorowa role w szlakach JAK/STAT
oraz MAK-ERK1/2. Ponadto reguluje poziom biatek p53 i p38
MAPK. Sugeruje si¢, ze bierze udzial w stanach zapalnych. [173],
[174].

54

57

LACCI

Gen LACCI koduje enzym zwigzany metabolizmem moczu.
Pelni rolg regulatora odpornosci wrodzonej w makrofagach poprzez
modyfikacj¢ nukleotydow purynowych, co wpltywa na funkcje
metaboliczng i stan bioenergetyczny makrofagow.
Enzym uczestniczy rowniez w reakcjach cytokin indukowanych
przez receptory rozpoznawania wzorcow (PRR; ang. Pattern
Recognition Receptor) w makrofagach: taczy si¢ z kompleksem
sygnalizacyjnym  NOD2, podczas eliminacji bakterii.
Kontroluje prawidlowe  ufaldowanie  bialek w  siateczce
sroédplazmatycznej [175].

22

10

28

MAFB

Biatko MAFB uczestniczy si¢ w procesie identyfikacji
iroznicowania makrofagébw. Wykazano, zZe jest zwigzane
z miazdzyca czy otyloscia. Jego rola w utrzymaniu homeostazy
organizmu sugeruje, ze moze by¢ obiecujacym celem
terapeutycznym w chorobach zwigzanych z makrofagami [176].

186

18

NCR3LGI

NCR3LG1 (B7-H6) ligand dla receptora NKp30 szlaku
aktywacyjnym komorek NK. Szczegdlnie wazny w rozpoznawaniu
komorek linii biataczki K562 przez komorki NK. Funkcje biatka
NCR3LGI nie sg w pelni poznane [177], [178].

12

NDRG4

Przyczynia si¢ do prawidlowego utrzymania poziomy BDNF
(ang. Brain-Derived Neurotrophic Factor), co jest kluczowe
W procesie uczenia si¢ przestrzennego i odporno$ci na $mierc
komoérek nerwowych wywotanych stresem niedokrwiennym.
Moze wptywaé na fosforylacje ERK1 i ERK2 (ang. Extracellular
Signal-Regulated Kinase 1/2) przez czynniki wzrostu; oraz ostabia¢
fosforylacje ELK1 (ang. ETS Transcription Factor ELKI) zalezna
od mikrotubul. NDRG4 jest potencjalnym supresorem nowotworu
i potencjalnym biomarkerem raka jelita grubego [179].

OTUDI

Kodowane biatko jest enzymem deubikwitynujacy (pelni role
w usuwaniu ubikwityny z biatek). Odgrywa istotnag role w regulacji
stabilno$ci 1 translacji mRNA i jako$ci rybosomoéw poprzez
deubikwitynacje 40S biatka rybosomalnego PRS10/eS10.
Biatko OTUD1 uczestniczy w odpornosci przeciwgrzybiczej
hamujac kanoniczng aktywacje NF-kB, apoptoze czy nekroptoze.
Bierze udzial w szlaku IFN-a i w odpowiedzi przeciwwirusowej
[180], [181].

PTAFR

PTAFR (znany jako PAFR) koduje receptor czynnika aktywujacego
plytki krwi, chemioatraktanta fosfolipidowego posiadajacego silng
aktywno$§¢ zapalna, skurczowa migsni gladki i hipotensyjng.
Zaangazowany w regulacje odpowiedzi immunologicznej poprzez
aktywacje komorek odpornosciowych (tj. granulocyty, monocyty
i limfocyty T). Moze uczestniczy¢ w procesach zapalnych oraz
uwalnia¢ histaming w reakcjach alergicznych. Moze rowniez
uczestniczy¢ w procesie angiogenezy [182].

62

34

SLAMF7

Koduje receptor ELF z rodziny SLAM odgrywa istotna role
wregulacji  aktywacji 1 rdéznicowania komoérek  uktadu
immunologicznego poprzez interakcje komorkowe. Kontrolowany
jest przez adaptery SH2D1A/SAP i SH2DIB/EAT-2. Izomer 1
aktywuje komorki NK niezaleznie od SH2DI1A, regulujac
szlak ERK. Dodatnio wptywa na funkcje NK, zalezne
od fosforylowanego SH2D1B, zaangazowanych w szlak PLCGI,

24

141
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PLCG2 i PI3K. W przypadku braku SH2DI1B moze hamowac
funkcj¢ komodrek NK. Dodatkowo, dziata hamujaco w limfocytach T.
Moze uczestniczy¢ w adhezji limfocytow. W aktywowanych
monocytach negatywnie reguluje produkcje cytokin prozapalnych
[183], [184].

TNFRSF14

TNFRS14 wydaje si¢ by¢ zaangazowane w rozw0j zapalenia jelit.
Moze odgrywa¢ kluczowa rolg w obronie organizmy przed
patogenami poprzez odpowiedz immunologiczna.
Reguluje odpowiedz immunologiczng limfocytow T poprzez
jednoczesng aktywacje limfocytow zapalnych. Sugeruje sie takze,
ze moze wplywaé na mikrobiom w blonie §luzowe;j jelit sprzyjajac
homeostazie immunologicznej i zapobiegania penetracji patogenow
[185], [186].

143

16

32

81

TRANK1

Biatko TRANKI jest wytwarzane przez komorki immunologiczne
tj. neutrofile czy komorki NK. Prawdopodobnie jest regulowane
przez szlak interferonu typu 1, ktory jest powiazany z mikrobiomem
jelitowym [187], [188].

25

11

11

WFDC2

Zwiazany z regulacja procesow immunologicznych i jest wykrywany
w réznych tkankach, t. jajniki, macica czy trzustka.
Jednym z najbardziej znanych produktow jest biatkko HE4
(ang. human epididymis protein 4), ktore jest uwazane za marker
nowotworowy (zwlaszcza w raku jajnika) [189]. Biatko WFDC2
wykazuje dzialanie antybakteryjne przeciwko Staphylococcus
aureus, Salmonella enterica i Pseudomonas aeruginosa [190].

16

31

WFDC5

Funkcje tego bialka s3 slabo poznane, jednak literatura naukowa
sugeruje, ze moze bra¢ udzial w odpowiedzi przeciwbakteryjnej
i stanie zapalnym [191].

1541

WNT4

Kodowane biatko jest istotne zardwno dla onkogenezy, zwlaszcza
kontroli proliferacji tkanki piersi i procesOw rozwojowych
(fj. determinacja plci). Reguluje proces rdznicowania komorek
dendrytycznych. Odgrywa kluczowa role w sygnalizacji szlaku
zwigzanego z beta-katening [192], [193].
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3. Analiza wybranych genow potencjalnie regulowanych przez bialko p53

Pojecie odpowiedzi immunologicznej odnosi si¢ m.in. do funkcji polegajacej na eliminacji komorek
nowotworowych przez komorki uktadu immunologicznego [90].

W dotychczasowych badaniach potwierdzono, ze aktywacji biatka p53 pod wplywem mieszaniny
aktynomycyny D i nutliny-3a (AN), towarzyszy zwigkszenie ekspresji genéw zwigzanych z odpornoscia
[10], [149]. Dlatego w niniejszym rozdziale skupiono si¢ na roli prawidtowej formy biatka p53
w regulacji ekspresji wybranych genéw powigzanych z odpowiedzig immunologiczng (i nie tylko;
doktadny opis funkcji biatek kodowanych przez badane geny przedstawiono w tab. 15 w rozdziale 1V.2)
za pomocg techniki RT-qPCR w komorkach ze zredukowang ekspresja genu 7P53 za pomoca techniki
CRISPR/Cas9 (linie A549 oraz U-2 OS) (ryc.15-16). Badano rowniez ekspresj¢ wybranych genow
w komorkach linii NCI-H460 (ryc.17.). Przedstawione réznice zmiany ekspresji opisano na osi OY jako
»Krotnos$¢” - oznacza pordéwnanie ekspresji genu w komodrkach traktowanych wzgledem komorek
rosnacych w warunkach kontrolnych.

W przypadku linii A549 CRISPR-Control oraz A549 CRISPR-p53 i U-2 OS CRISPR-Control
oraz U-2 OS CRISPR-p53 wykorzystano testy t-studenta dla wielu niepolaczonych probek.
Pordéwnanie znamiennosci statystycznej roznic ekspresji gendéw w linii NCI-H460 przeprowadzono
za pomocg analizy wariancji (ANOVA) z poprawka Brown-Forsythe w celu oceny r6éznic miedzy grupa
kontrola, a grupami traktowanymi. Obliczono warto$¢ p, gdzie oznaczono istotnos$¢ statystyczng
- *p<0,05, **p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001. Gdzie: * - oznacza istotno$¢ statyczng
w traktowaniu pomig¢dzy CRISPR-Control vs. CRISPR-p53. W przypadku linii NCI-H460 * - oznacza

istotno$¢ statystyczng grupy kontrolnej vs. traktowania.
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3.1. Analiza ekspresji genow w zmodyfikowanej linii niedrobnokomoérkowego raka pluca
A459 ze zredukowang ekspresja genu 7P53
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Ryc. 15. Analiza ekspresji wybranych gendéw pod katem wplywu prawidlowej formy biatka p53 na ich aktywacje
w zmodyfikowanej linii AS5S49 =z obnizong ekspresja genu 7P53. Pomaranczowe stupki oznaczaja lini¢
AS549 CRISPR-Control, natomiast granatowe AS549 CRISPR-p53, w ktérych zredukowano ekspresje genu 7P53.
Komorki rosty w warunkach kontrolnych (KON) lub eksponowano je na mieszaning AN lub kamptotecyng (CPT) przez 30h.
Analize ekspresji genow normalizowano wzgledem ekspresji genu referencyjnego ACTB.

74



Analiza RT-qPCR potwierdzita wyniki transkryptomiczne — ekspresja wszystkich analizowanych
genow uleglta zwigkszeniu albo pod wplywem AN albo CPT. KrotnoSci wzrostow wahaty sie
od stosunkowo niewielkich do bardzo duzych. Ponadto mozna zauwazy¢, ze ekspresja wiekszo$ci
analizowanych genow w warunkach ekspozycji na badane substancje jest nizsza w komorkach
CRISPR-p53 niz w komorkach CRISPR-Con. Oznacza to, ze biatko p53 jest kluczowe do aktywacji
genow albo na skutek ekspozycji na AN albo ekspozycji na CPT. Wyjatkami sa geny BEX2, EOMES,
LACCI, OTUDI, w przypadku ktorych réznica ekspresji pomiedzy komodrkami linii CRISPR-Con
1 CRISPR-p53 nie osiggneta znamiennoSci statystycznej, cho¢ byta z reguty nizsza w tych drugich.
Mozna zauwazy¢, ze brak r6znic w ekspresji genow migdzy komoérkami pozbawionymi prawidtowego
p53 a komoérkami kontrolnymi wystepuje cze$ciej w warunkach traktowania CPT, co oznacza,

ze zwigzek ten aktywuje ekspresj¢ niektorych gendow w sposob niezalezny od p53.
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3.2.
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16. Analiza wptywu biatka p53 na ekspresje wybranych genéw w zmodyfikowanej nowotworowej linii
natomiast pomaranczowe
U-2 OS CRISPR-p53, w ktorych zredukowano ekspresje¢ genu 7P53. Komorki rosty w warunkach kontrolnych (KON)
lub eksponowano je na mieszaning AN lub kamptotecyn¢ (CPT) przez 30h. Analizg ekspresji genéw normalizowano
wzgledem ekspresji genu referencyjnego GAPDH.

stupki

0znaczaja

linig U-2 OS CRISPR-Control,

W przypadku komoérek U-2 OS CRISPR-Con obserwuje si¢ silng aktywacje genow ACP5, BEX2,
CTHRCI, GAST, ICOSLG, KLRG2, NDRG4, SLAMF7, TRANKI oraz WFDC2 pod wplywem
mieszaniny AN, ktora aktywuje biatko p53. W analogicznym traktowaniu w komorkach CRISPR-p53

obserwuje si¢ stabsza aktywacje wczesSniej wspomnianych genow. Natomiast w komorkach

CRISPR-Con w poréwnaniu z komorkami CRISPR-p53 pod wptywem CPT obserwuje si¢ wyzsza
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krotno$¢ ekspresji gendow: BEX2, GAST oraz SLAMF?7. Ekspresja genu APOL3 jest odmienna od
pozostatych, poniewaz wzrasta jedynie w komodrkach pozbawionych prawidlowego p53 traktowanych
kamptotecyna. Gen CIBAR?2 ulega represji pod wptywem AN, jednak dzieje si¢ to tylko w komoérkach
CRISPR-Con. W komoérkach CRSIPR-p53 represja tego genu nie zachodzi. Tak wiec, prawdopodobnie
p53 dziata jak represor ekspresji genu CIBAR?2 ale tylko w warunkach traktowania AN. Co ciekawe,
w przypadku genu SLAMF7 najsilniejszg ekspresje obserwuje si¢ w komorkach CRISPR-Con
po traktowaniu CPT.

3.3. Analiza ekspresji genéw w linii niedrobnokomérkowego raka pluca NCI-H460
o dzikim statusie genu 7P53

Celem kolejnej analizy bylo sprawdzenie, czy wybrane geny ulegaja aktywacji pod wptywem AN
lub CPT w innej linii nie drobnokomorkowego raka ptuca — NCI-H460. Chciano potwierdzi¢ wyniki

z wezesniej wspomnianych analiz transkryptomicznych.
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Ryc. 17. Analiza ekspresji wybranych genow linii NCI-H460 o dzikim statusie genu 7P53 pod wplywem mieszaniny AN
oraz CPT. Na rycinie przedstawiono wzgledne zmiany w ekspresji gendw po traktowaniu komorek mieszaning AN oraz CPT
w poréwnaniu do kontroli. Analiz¢ ekspresji gendéw normalizowano wzgledem ekspresji genu referencyjnego GAPDH.

Geny ACPS5, CIBAR2, NDRG4 oraz TRANKI ulegaja najsilniejszej ekspresji pod wplywem
mieszaniny AN w porownaniu do CPT. Natomiast geny 4POL3, BEX2, GAST, NCR3LGI oraz PTAFR
silniej aktywowane pod wplywem CPT, niz pod wptywem mieszaniny AN. W przypadku genow

KLRG2, OTUDI oraz SLAMF7 wzrost ekspresji pod wplywem AN i CPT jest podobny.
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Wszystkie poddane analizie geny ulegajg aktywacji pod wptywem AN, co potwierdzajg dane

transkryptomiczne.

4. Analiza potencjalnego miejsca wigzania bialka p53 w sekwencjach wybranych
genow zwiagzanych z odpornoscig wrodzong — testy lucyferazowe

Oslabienie aktywacji genu w komdrkach pozbawionych prawidlowego p53 wskazuje na regulacje
genu ze strony tego biatka. Jednak ta regulacja moze by¢ bezposrednia lub posrednia.
Wykazano bowiem, ze p53 aktywuje ekspresje czynnikéw transkrypcyjnych i dopiero one bezposrednio
reguluja niektore geny [194]. Aby oceni¢ czy p53 bezposrednio aktywuje badany gen nalezy sprawdzi¢
potencjalny fragment sekwencji wybranego genu pod katem mozliwosci wigzania pS3.
Do badanego fragmentu genu, ktoéry bedzie odpowiadal na wzmozona aktywno$¢ p53 nalezy
»podtaczy¢” gen reporterowy. Do takiej analizy, wybrano trzy geny: SLAMF7, KLRG2 oraz NCR3LGI.
Koduja one biatka uczestniczace we wrodzonej odpowiedzi uktadu odpornosciowego i zgodnie
z uzyskanymi wynikami ich aktywacja jest ostabiona w komorkach pozbawionych prawidtowego p53
(ryc. 14-17). Na podstawie bazy CHIP-Atlas, dzigki publicznym danym z pieciu eksperymentow typu
ChIP-Seq wybrano potencjalne miejsca wigzania p53 w badanych genach [152], [153].
Nastepnie zweryfikowano wyselekcjonowane miejsca wigzania biatka p53 w badanym genach przy
pomocy testdow reporterowych. Oceng aktywnosci genu reporterowego w wybranych liniach
komoérkowych przeprowadzono na dwa sposoby, a w trakcie eksperymentéw weryfikowano przede
wszystkim czy badany fragment DNA odpowiada zwigkszong aktywnos$cia w tescie reporterowym.
Ocenie poddano dziatanie egzo- oraz endogennej formy biatka p53, a obie formy aktywowano innymi
sposobami. Do oceny skutkow ekspresji egzogennej formy biatka p53 uzyto komorki linii U-2 OS, ktore
transfekowano plazmidem zawierajacym gen reporterowy pod transkrypcyjna kontrola badanej
sekwencji oraz ,,pusty” plazmid bez sekwencji genu 7P53 (oznaczono na ryc. 18-20 jako WT-prom),
plazmid ekspresyjny genu 7P53 typu dzikiego (oznaczony na ryc. 18-20 jako WT-prom+p53) lub
plazmid ekspresyjny zawierajacy zmutowang sekwencje genu 7P53 (oznaczony na ryc. 18-20 jako
WT-prom+p53-Mut143). W przypadku analizy skutkéw aktywacji endogennej formy biatka p53
rowniez uzyto lini¢ U-2 OS oraz zmodyfikowang lini¢ U-20S z obnizong ekspresja genu 7P53.
Endogenng forme¢ biatka p53 aktywowano przez mieszaning AN. Komorki kontrolne traktowano
pozywka z DMSO, ktory jest rozpuszczalnikiem obu zwigzkow.

Wyniki odnoszono do kontroli danego typu eksperymentu i przedstawiono jako warto$¢ zmiany
NFLA (ang. normalised firefly luciferase activity), oznaczajgca krotno$¢ zmiany znormalizowanej
aktywnos$ci lucyferazy. Analize statystyczng wykonano w programie GraphPad wersji 10.2.2.
dla Windows. Do analizy skutkéow aktywacji egzogennego biatka p53 uzyto wielokrotnego testu
t-studenta dla niesparowanych probek, natomiast do analizy aktywacji endogennego biatka p53

zastosowano sparowany t-test lub modyfikacje testu ANOVA — test Brown-Forsythe
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z poprawka Welcha. Ocen¢ aktywno$ci bioluminescencyjnej przeprowadzono w co najmniej

3 powtdrzeniach biologicznych oraz technicznych.

4.1.  Analiza potencjalnego miejsca wigzania bialka p53 w sekwencji wzmacniajgcej

genu SLAMF7
Aktywacja egzogennego bialka p53 Aktywacja endogennego bialka pS3
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Rye. 18. Analiza wybranej sekwencji wzmacniajacej w genie SLAMF7 jako potencjalnego miejsce wigzanie biatka p53.
(A) Aktywacja egzogennej formy biatka p53 z wykorzystanie ww. plazmidow w linii komorkowej U-2 OS. (B) oraz (C)
aktywacja endogennej formy biatka p53 w komodrkach U-2 OS (B) oraz modyfikowanej linii U-2 OS z obnizong ekspresja
genu TP53 wraz z kontrolg (C). (D) Widok fragmentu genu SLAMF7 wygenerowany z uzyciem przegladarki genomowej
(IGV), gdzie czerwony prostokat przedstawia badane miejsce w sekwencji genu SLAMF7. Aby wybra¢ badane miejsce
wigzania p53 w sekwencji genu wykorzystano publiczne dane (opisane w granatowym prostokacie),
gdzie: MCF IR+Nutlina-3— oznacza lini¢ komdérkowg MCF7 traktowang promieniowaniem jonizujacym (IR) i nutling-3a
(identyfikator probki: SRX2924018); MCF7 Nutlina-3a — linia komoérkowa MCF-7 traktowana nutling-3a (identyfikator
probki: SRX2060922); SAOS2 p53 WT — linia komorkowa Saos-2 wykazujacej nadekspresje biatka p53 (identyfikator probki:
SRX016980), SAOSO EE/RR — linia komorkowa Saos-2 wykazujaca ekspresje pary zmodyfikowanych czasteczek p53
z silnym wspoéldziataniem wigzania monomerow p53 (identyfikator probki: ERX181467) oraz TNFa - linia komorkowa
SW480 poddana dziataniu TNFa (identyfikator probki: SRX4235879).

Analiza baz danych wykazala, ze p53 wigze si¢ w znacznej odleglosci od promotora genu SLAMF?7,
co moze wskazywac, ze badane miejsce petni funkcje enhancera (tzw. sekwencji wzmacniajacej).
Wybrane miejsce w sekwencji wzmacniajgcej w genie SLAMF7 jest zdolne do aktywacji genu
reporterowego w sposob zalezny od ekspresji prawidlowego biatka p53, zarowno egzo- jak i endogennej

jego formy. Warto zaznaczy¢, ze bialko egzogenne powoduje silniejszy wzrost ekspres;ji

genu reporterowego.
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4.2. Analiza potencjalnego miejsca wigzania bialka p53 w sekwencji wzmacniajacej

genu KLRG?2
Aktywacja egzogennego bialka p53 Aktywacja endogennego bialka p53
C CRISPR-Con
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Sklonowany fragment w sekwencji intronowej, ktory wybrano do badania
miejsca wigzania p53

Rye. 19. Analiza sklonowanego fragmentu w sekwencji intronowej w genie KLRG2 do oceny potencjalnego miejsca wigzania
biatka p53. (A) Aktywacja egzogennej formy biatka p53 z wykorzystaniem wspomnianych plazmidéw w linii komorkowe;j
U-2 OS oraz aktywacja endogennej formy biatka p53 w komadrkach U-2 OS (B) oraz zmodyfikowane;j linii U-2 OS z obnizona
ekspresja genu TP53 wraz z kontrolg (C). (D) Widok w przegladarce genomej (IGV), gdzie czerwony prostokat oznacza

potencjalne miejsce wigzania biatka pS53 w sekwencji intronowej genu KLRG2. Opis wybranych probek z bazy danych
przedstawiono w opisie ryc. 18.

Nastegpnie wykorzystano podobng metodologie do oceny odpowiedzi na p53 wybranego fragmentu
genu KLRG2, ktory w dostepnych danych ChIP-Seq wykazywat wigzanie biatka p53. Miejsce wigzania
p53 zlokalizowane jest w intronie, co rowniez sugeruje funkcje enhancera. Wyniki testow
lucyferazowych wykazaly, ze wybrany fragment sekwencji intronowej genu KLRG?2 uzyskuje zdolnosé¢

aktywacji genu reporterowego zarowno pod wptywem egzogennej jak i endogennej formy biatka p53.
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4.3. Analiza potencjalnego miejsca wiazania bialka p53 w sekwencji wzmacniajacej
genu NCR3LG1

Aktywacja egzogennego bialka p53 Aktywacja endogennego bialka p53
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Ryec. 20. Analiza sklonowanego fragmentu sekwencji wzmacniajacej genu NCR3LGI do oceny potencjalnego miejsca
wigzania biatka p53. (A) Aktywacja egzogennej formy biatka pS3 poprzez zastosowanie wczesniej wspomnianych plazmidow
oraz (B) aktywacja endogennej formy biatka p53 poprzez zastosowanie substancji AN w linii U-2 OS. Czerwonym prostokatem
zaznaczono wybrane miejsce do analiz. Opis wybranych probek z bazy danych przedstawiono w opisie ryc. 18.

Z zastosowaniem podobnej metodologii wykazano, ze fragment genu NCR3LG1, ktory w analizie
ChIP-Seq wykazuje wigzanie biatka p53 posiada zdolno$¢ aktywacji genu reporterowego w odpowiedzi
na dziatanie egzo- i endogennego biatka p53. Jednak w przypadku tego fragmentu genu, aktywacja genu
kodujacego lucyferaze w odpowiedzi na dziatanie p53 jest wyraznie stabsza w poréwnaniu

z sekwencjami poprzednich genow.

Podsumowujac ten etap badan mozna stwierdzi¢, iz uzyskane dane wskazuja na to, ze biatko p53
pobudzone dziataniem AN, silnie aktywuje ekspresje co najmniej dwoch genow: SLAMF7 1 NCR3LGI,
ktore produkujac biatka na powierzchni komorek nowotworowych promuja ich niszczenie przez
komorki NK (ang. natural killer cells) [195], [196]. Rola biatka kodowanego przez gen KLRG? jest

niedostatecznie opisana w literaturze.
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5. Wplyw bialka pS3 na aktywacje biatkka SLAMF7

Jednym z genow, ktéry ulegal silnej aktywacji w komorkach A549, U-2 OS i NCI-H460
eksponowanych na AN jest gen SLAMF7. Ponadto jego ekspresja byla ostabiona w komorkach
pozbawionych prawidlowego biatka p53. Tak wigc, w dalszej czgéci pracy poswiecono wigcej uwagi
na zrozumienie mechanizmow aktywacji SLAMF7. Biatko SLAMF7 (ang. Signaling Lymphocytic
Activation Molecule Family member 7), znane takze jako CS1/CRACC/CD319, wystepuje w réoznych
komorkach uktadu immunologicznego (tj. limfocytach T oraz B, komodrkach dendrytycznych,
komoérkach NK czy monocytach). Ulega takze nadekspresji w komorkach szpiczaka mnogiego,
co obecnie jest wykorzystywane w terapii zhumanizowanym  przeciwcialem skierowanym
przeciw SLAMEF7, o nazwie Elotuzumab (Empliciti®). W terapii szpiczaka mnogiego wykorzystywane
sg takze komoérki CAR-T [183].

Szczegolnie wazng role biatko SLAMF7 odgrywa w komorkach NK, poniewaz bierze udziat
w rozpoznawaniu 1 aktywacji odpowiedzi przeciwnowotworowej i/lub przeciwwirusowe;.
Co wiegcej, biatko SLAMF7 wptywa na aktywacje komoérek NK i ich cytotoksyczne dziatanie.
W komorkach NK biatko SLAMF7 oddziatuje z receptorem CRACC (ang. CD2-like receptor-activating

cytotoxic cell) na powierzchni komoérek docelowych [197].

5.1.  Rola bialka p53 w synergistycznej aktywacji biatka SLAMF7 pod wplywem
mieszaniny aktynomycyny D i nutliny-3a

Na podstawie wynikow RT-qPCR wykazano, ze ekspresja genu SLAMF7 moze by¢ aktywowana

w sposob zalezny od ekspresji genu 7P53. Biatko SLAMF7 odgrywa kluczowg role w odpowiedzi

komoérek  immunologicznych na  obecno$¢ komorek nowotworowych w  organizmie.

Dlatego postanowiono sprawdzic jaki jest zwigzek statusu genu 7P53 w roznych liniach komérkowych

z akumulacja biatka SLAMF7 ((ryc.22-23) oraz (ryc.29-32)).

Rye. 21. Analiza poziomu bialka SLAMF7 w

b.;iztwy kond’;‘;ﬁ‘;‘;"‘u e linii niedrobnokomorkowego raka pluca A549.

P Komorki linii A549 przez 48 h eksponowano

K na DMSO (Kon) lub na mieszaning AN celem

55—
' pS3 aktywacji biatka p53. Nastepnie przygotowano
70— EEPEES HSC70 kondycjonowano medium hodowlane znad
70— = komorek, a z komoérek wykonano lizaty
biatkowe. Kontrola wewnetrzna eksperymentu
forma glikolizowana 55 to biatko HSC70.
(50 kDa)

SLAMF7
forma natywna

(37 kDa) - ‘
70—,
55— forma sekrecyjna
(50-40 kDa)
SLAMF7 — dtuga ekspozycja
35—
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W komorkach linii A549 pod wptywem mieszaniny AN obserwuje si¢ akumulacje glikolizowanej
formy (~50 kDa) oraz formy natywnej (37 kDa) biatka SLAMF7 (ryc.21.). Wraz z akumulacje¢ biatka

SLAMF7 obserwuje si¢ wzrost produkcji biatka p53. W przypadku medium kondycjonowanego znad

komorek A549 eksponowanych na dziatanie mieszaniny AN obserwuje si¢ forme sekrecyjna SLAMF7,

ktora prawdopodobnie dostaje sie do pozywki na skutek proteolitycznego odcigcia domeny zewngtrznej

zawierajacej grupy cukrowe.

A549 U-2 0S

kDa CPT Kon ActD AN Nut3a CPT Kon ActD AN Nut3a

70— .
E B
SLAMF7
T . '
35—
55—
B e - S 05
T ——— —— 5

Ryc.  22. Analiza akumulacji biatka
SLAMF7 w liniach A549 oraz U-2 OS
o dzikim statusie genu 7P53. Komorki obu
linii komdrkowych poddano 48h ekspozycji
na substancje: CPT (kamptotecyna),
Kon (DMSO), ActD (aktynomycyna D),
mieszaning AN (aktynomycyng D oraz
nutling-3a) oraz Ntu3a (nutling-3a).
Nastepnie komorki zebrano i przygotowano
z nich lizaty biatkowe. Analiz¢ wykonano
zapomoca techniki Western blotting,
a kontrola wewnetrzng eksperymentu jest
biatko HSC70.

W nastgpnym doswiadczeniu komodrki A549 i U-2 OS eksponowano na rdzne substancje jak

przedstawiono na ryc. 22. Nastepnie zbadano poziom biatka SLAMF7 w komorkach kontrolnych

oraz traktowanych. Akumulacja biatka bardzo silnie wzrasta w obu liniach komérkowych pod wptywem

CPT oraz mieszaniny AN, pod wplywem tych substancji jest rowniez aktywowane biatko p53.

W linii A549 obserwuje si¢ niewielki wzrost ilosci pod wptywem ActD oraz Nut3a, natomiast w linii

U-2 OS obserwuje si¢ silniejszg produkcje pod wpltywem pojedynczych sktadnikéw mieszaniny.

NCI-H292 NCI-H1299

kDa CPT Kon ActD AN Nut3a
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Rye. 23. Analiza akumulacji biatka SLAMF7
w liniach niedrobnokomoérkowego raka phuc
o roznym statusie genu 7P53. Linia NCI-H292
posiada dziki gen 7P53, natomiast linia
NCI-H1299 posiada delecje tego genu.
Komoérki te takze poddano 48h traktowaniu,
apo uplywie tego czasu komorki zebrano
1 przygotowano z nich lizaty biatkowe. Analizg
takze wykonano z wykorzystaniem techniki
Western blottingu, a kontrola wewnetrzng
eksperymentu stanowito biatko HSC70.

W linii NCI-H1299 nie obserwuje si¢ ani aktywacji biatka p53 (w tej linii nowotworowej wystepuje

delecja genu 7P53), ani akumulacji biatka SLAMF7. Natomiast w linii NCI-H292 obserwuje si¢ silng

aktywacje biatka p53 (ryc.23.), ktorej towarzyszy silna akumulacja biatka SLAMF7 pod wplywem

zastosowanych substancji.
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Aby przekonac si¢, czy biatko p53 jest niezbedne roéwniez do aktywacji biatka SLAMEF7
w komorkach nowotworowych poddanych dziataniu substancji wywolujacych stres komorkowy,
komorki U-2 OS oraz komorki A549 ze zredukowang ekspresjg genu 7P53 poddano dziataniu substancji

jak wskazano na ryc. 24.

A549. 30 h U-20S.48h

CPT Con ActD AN Nut-3a

CRISPR-Con  CRISPR-p53 ekspresja genu TP53

kDa + - + - + - + - + -
kDa 55 —
KON AN CPT KON AN CPT p53

55 —
e 8 53

70 —
- p53-Ser37
70 — - 55— SLAMF7
55 —
' SLAMF7 = ¥-—

70 —

35— 55 —
70 — W A HSCT70

‘ . SLAMF?7 krétka ekspozycja
- .

35—
70— W W o W g W W e HSC70

Rye.  24. Analiza akumulacji biatka SLAMF7 w liniach komorkowych CRISPR-Con oraz CRISPR-p53.
Kontrolg wewngtrzng stanowito biatko HSC70.

Uzyskane wyniki wykazuja, ze w obu liniach z niedoborem ekspresji genu 7P53 wystepuje
ostabiona aktywacja SLAMEF7.
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5.2. Analiza roli innych chemioterapeutykow klinicznie stosowanych w kontekscie
indukcji biatkka SLAMF7

W poprzednim rozdziale przedstawiono obserwacje akumulacji biatka SLAMF7 pod wptywem
mieszaniny AN oraz pod wpltywem substancji: CPT, ActD lub Nut-3a (ryc.22-23.).

Nastgpnie postanowiono sprawdzi¢ jak inne powszechnie stosowane chemioterapeutyki wptywaja

na sposob aktywacji biatka SLAMF7 (ryc.25.).

A549 48h o .
Ryc. 25. Ocena akumulacji biatka SLAMF7 pod wplywem réznych
kDa  Kon AN PTX Eto Cis-Pt CPT powszechnie stosowanych chemioterapeutykow. Komorki linii A549
55 — traktowano przez 48h réznymi chemioterapeutykami: AN — mieszanina

pS3 aktynomycyny D oraz nutliny-3a (stezenie kolejno: 5 nM oraz 5 uM);
55 — PTX — paklitaksel (stezenie 10 uM); Eto — etopozyd (stezenie: 15 pM);
. - p53-Ser15  (Cis-Pt — cis-platyna (stezenie 10 pM); CPT — kamptotecyna
55 (stezenie 5 uM), a komorki kontrolne poddano traktowaniu DMSO,
ww Ml P53-Ser37  ktore jest rozpuszczalnikiem mieszaniny AN oraz CPT.
Kontrolag wewngtrzng eksperymentu stanowi biatko HSC70. Natomiast
biatko p21 stanowi kontrolg pozytywna, jako bialko ulegajace
akumulacji zaleznie od biatka p53. W przypadku oceny aktywacji biatka
p53, =zastosowano trzy przeciwciala oznaczone jako: p53
(wykazujace catkowitg ilos¢ biatka p53); pS53-SerlS (wykrywajace
endogenng forme¢ biatka p53 z fosforylacja seryny 15); p53-Ser37
(wykrywajace endogenng forme biatka p53 z fosforylacjg seryny 37).

70 —

55 —

SLAMF7

35 —

Akumulacja catkowitej formy biatka p53 jest obserwowana w komorkach eksponowanych
na chemioterapeutyki, jednak najsilniejszy efekt obserwuje si¢ w komorkach poddanych dziataniu
mieszaniny AN oraz CPT (ryc.25.). Wzrost ilosci p53 z fosforylacja seryny 15 (jeden z markerow
aktywacji p53) jest obserwowany w komorkach traktowanych kazdym =z zastosowanych
chemioterapeutykow z wyjatkiem paklitakselu (PTX). Natomiast forma biatka p53 z fosforylacja seryny
37 (p53-Ser37) ulega najsilniejszej akumulacji kolejno: pod wptywem mieszaniny AN, CPT oraz
najstabiej pod wptywem cis-platyny (Cis-Pt) 1 etopozydu (Eto). Wzrost poziomu biatka p21, ktore
stanowi pozytywna kontrolg aktywacji szlaku p53, jest najwigkszy pod wpltywem mieszaniny AN oraz
chemioterapeutykow: Eto, Cis-Pt oraz CPT. Prezentowane wyniki sugeruja, ze biatko p53 aktywowane
pod wptywem innych chemioterapeutykdéw jest w stanie doprowadzi¢ do wzrostu ekspresji SLAMEF7.
W przypadku komorek eksponowanych na PTX nie obserwuje si¢ ani wzrostu ilosci fosforylowanego
pS3 ani wzrostu poziomu biatka p21. Co wskazuje na to, ze w zastosowanych warunkach traktowania
PTX nie aktywuje szlaku p53, a mimo to nastepuje wzrost produkcji SLAMF7 (ryc25.). Ta obserwacji
sugeruje, ze PTX posiada zdolnos¢ aktywacji SLAMF7 w sposéb niezalezny od p53.

Poniewaz akumulacja biatka SLAMF7 pod wptywem PTX pojawia si¢ niezaleznie od biatka p53, a
opis tego mechanizmu w literaturze jest niedostateczny, w dalszych czg¢$ciach tego rozdziatu skupiono

si¢ na bardziej szczegotowej charakterystyce tego zjawiska.
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Jako jednym z pierwszych etapow, oceniono poziom ekspresji genu SLAMF7 na poziomie mRNA
za pomoca techniki RT-qPCR (ryc.26.). Przeprowadzono analize wariancji (ANOVA) z poprawka
Brown-Forsythe w celu oceny roznic migdzy grupa kontrolna, a grupami traktowanymi.

Gdzie:* - oznacza istotno$¢ statystyczna traktowan wzgledem kontroli.

SLAMF7 Ryc. 26. Analiza ekspresji genu SLAMF7 w linii A549 o dzikim statusie
genu TP53. Na rycinie przedstawiono wzgledne zmiany w ekspresji genu
* SLAMF?7 po traktowaniu komoérek mieszaning AN oraz PTX w porownaniu
100+ do kontroli. Analiz¢ ekspresji genow normalizowano wzgledem ekspresji
genu referencyjnego ACTB.
80
Q
8 60+
j=
e
© 404
X
20
0=

KON AN  PTX
W przypadku ekspresji genu SLAMF7 pod wplywem PTX obserwuje si¢ ok. 70-krotny wzrost
ekspresji wzgledem kontroli (ryc.26.). Pod wptywem AN obserwuje si¢ ok. 10-krotny wzrost ekspres;ji
wzgledem kontroli. Gen SLAMF7 ulega silniejszej aktywacji na poziomie transkryptu w komorkach
pod wptywem PTX, niz pod wplywem AN. Natomiast na poziomie biatka (ryc. 21) obserwuje si¢
odwrotng sytuacje, czyli biatko ulega silniejszej aktywacji pod wptywem mieszaniny AN, niz PTX.

Aby uzyska¢ model komoérek z obnizong ekspresja genu SLAMF7 zastosowano metode
CRISPR/Cas9  analogicznie do modelu wyciszenia ekspresji genu 7P53  (ryc.27.).
Komoérki z kontrolnym plazmidem (CRISPR-Con) oraz komorki w ktorych obnizono ekspresje
genu SLAMF7 (CRISPR-SLAMF7) hodowano w warunkach kontrolnych w obecno$ci pozywki
z samym rozpuszczalnikiem (DMSO) lub poddano je dziataniu AN lub PTX przez 48h.

A549,48 h Rye. 27. Analiza uzyskanej linii komorkowej A549

ze zredukowang ekspresja genu SLAMF7.
DMSO AN PTX Potwierdzenie redukcji ekspresji genu SLAMF7
kDa - ekspresja SLAMF7 za pomoca metody CRISPR/Cas9 wykonano

+ - + - +
70— technikg Western blottingu. Kontrolg wewngtrzng
eksperymentu stanowi biatko HSC70.
55—
SLAMF7
35—
25—

70— WP a Y G wes @ HSC70
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Na wysoko$ci okoto 55 kDa obserwuje si¢ glikozylowang forme¢ SLAMF7 w komorkach
CRISPR-Con (linia komoérkowa kontrolna) eksponowanych na mieszaning AN oraz PTX.
W przypadku linii CRISPR-SLAMF7 (linia komoérkowa ze zredukowana ekspresja genu SLAMF7)
pod wptywem mieszaniny AN obserwuje si¢ szczatkowa ilo§¢ formy glikozylowane;.
Pomimo zmniejszenia akumulacji formy glikozylowanej, we wszystkich komorkach eksponowanych
na chemioterapeutyki  obserwuje si¢ form¢ natywna na wysokosci ok. 37 kDa.
Wystepowanie formy natywnej obserwuje si¢ takze w komodrkach eksponowanych na DMSO

w komorkach CRISPR-SLAMF7.

Wystepowanie aktywacji biatka SLAMF7 pod wptywem PTX postanowiono sprawdzi¢ w innych
liniach komorkowych nowotworowych oraz w komorkach o wlasciwosciach komorek prawidtowych
(ryc.28-32.). Komoérki wywodzace si¢ z uktadu krwiotwdrczego eksponowano na substancje przez 6h
oraz 24h ze wzgledu na ich wysoka wrazliwo$¢ na badane substancje. Pozostate typy komorek
eksponowano na badang substancj¢ przez 24h lub/oraz 48h, co réwniez bylo podyktowane
przezywalnosciag komoérek w wybranych punktach czasowych. Ze wzgledu na wyzsza wrazliwosé
komorek nowotworowych zastosowano dawke 1 uM PTX, natomiast w przypadku aktynomycyny D

(ActD) 5nM, nultiny-3a (Nut3a) S5uM, w przypadku kamptotecyny (CPT) 5 uM.

NCI-H1299*
24h 48h
3 2
a ¥ > X &E S XK
O < o OO0 «< a O
55
p53
70 —
55 — SLAMF7
35 —
70— & - HSC70

* - status genu TP53: delecja

Ryc. 28. Ocena akumulacji biatka SLAMF7 w linii niedrobnokomoérkowego raka ptluca. Komorki eksponowano
na wymienione na rycinie mieszaniny przez 24h i 48h. Kontrola wewnetrzna eksperymentu jest biatko HSC70.
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W linii niedrobnokomorkowego raka phluca pozbawionej prawidtowej formy biatka p53
nie obserwuje si¢ akumulacji biatka SLAMF7 zaréwno pod wptywem mieszaniny AN oraz pozostatych

stresorow: CPT, ActD, Nut3a oraz PTX.

HL60* K562** Jurkat**
6h 24h 6h 24h 6h 24h

2 x 5 2 x B 2 x k= 3 x = § oy % x =
a FZZEBEZES 5258632508 56%25365%83
55 —

p53

70 — .
55 — S8 “ ' SLAMF7

g .y e . -
35 — .
70 — - N ——— —— — - wussaney HSC70

* - status genu TP53: delecja; ** - status genu TP53: mutacja

Ryec.29. Ocena akumulacji biatka SLAMF7 w liniach komoérek biataczkowych pod wplywem stresorow.
Komorki eksponowano na dziatanie substancji stresowych przez 6h i 24h. Kontrola wewnetrzng eksperymentu jest
biatko HSC70.

W badanych liniach komoérkowych nie obserwuje aktywacji biatka p53.

W komorkach linii HL60 obserwuje si¢ bardzo duzg akumulacje¢ SLAMF7 po 24 godzinach
traktowania PTX lub CPT.

Obraz zmian poziomu biatkka SLAMF7 pod wplywem stresorow w pozostatych liniach
komorkowych (K562, Jurkat) jest bardzo trudny do interpretacji. W kontrolnych komoérkach K562
(DMSO) wystepuja duze rozbieznos$ci dotyczace ilosci SLAMF7 w warunkach eksperymentu
6- 1 24-godzinnego. W warunkach eksperymentu 24-godzinnego obserwuje si¢ akumulacje SLAMF7
pod wplywem AN i CPT i silng represje pod wplywem PTX. W komodrkach K562 po 6-godzinnej
ekspozycji na stresory akumulacja SLAMF7 nie zmienia si¢. W komorkach linii Jurkat obserwuje si¢

aktywacj¢ biatka SLAMF7 pod wptywem substancji CPT po uptywie 24h.
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* - status genu TP53: mutacja; **- status genu TP53: dziki typ

NK-92* RPMI 1788**
24h 6h 24h
% z B 2 x &= 2 x =
5% 3 5 E553%255

SLAMF7

HSC70

Ryc. 30. Ocena aktywacji biatka SLAMF7 pod
wplywem stresorow w liniach komorkowych
wywodzacych si¢  z ukladu krwiono$nego
o charakterze komorek prawidtowych. Komorki linii
NK-92 eksponowano na wybrane stresory przez 24h,
natomiast komorki linii RPMI 1788 poddano
dziataniu na stresory przez 6h i 24h. Kontrola
wewngetrzng eksperymentu jest biatko HSC70.

W linii komdrkowej NK-92 posiadajacej zmutowany gen 7P53 po uptywie 24h traktowania PTX

obserwuje si¢ lekki spadek poziomu biatka p53, natomiast nie obserwuje si¢ zmian produkcji SLAMF7.

W linii komérkowej RPMI 1788 obserwuje si¢ aktywacje biatka p53 zaréwno po 6 jak i 24 godzinach

traktowania. W linii tej nie obserwuje si¢ wyraznych zmian ekspresji SLAMF7 pod wptywem badanych

substanc;ji.

Nastepnie do dalszych analizy wybrano linie komoérkowe czerniaka zawierajace prawidtowy

gen TP53. Sposob traktowania wybranych linii komoérek czerniaka zaprezentowano na ryc. 31.

We wszystkich przedstawionych liniach komérkowych zauwaza si¢ aktywacje biatka p53 zwykle

silniejszg pod wptywem AN lub CPT. W komorkach linii WM35 odnotowano aktywacje biatka p53

jedynie pod wplywem mieszany AN.

55 —

70 —

55

35
70

*-dziki status genu TP53

WM278* WM793* WM35* A375*
24h 48h 24h 48h 24h 24h 48h
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Rye. 31. Ocena aktywacji biatka SLAMF7 w ludzkich liniach czerniaka. Komorki linii WM278, WM793 oraz A375
eksponowano na stresory przez 24h oraz 48h, natomiast komoérki linii WM35 przez 24h. Kontrola wewngtrzna
eksperymentu jest biatko HSC70.
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Na podstawie wynikoéw przedstawionego eksperymentu w komoérkach linii WM278 stwierdza si¢
akumulacje biatka SLAMF7 pod wptywem CPT, ktéra jest silniejsza po uptywie 48h.
W liniach komérkowych WM793 oraz WM35 obserwuje si¢ produkcje biatka SLAMF7 pod wptywem
mieszaniny AN oraz CPT. W przypadku linii komoérkowej WM793 zauwaza si¢ zwickszony poziom
biatka SLAMF7 po uptywie 48h ekspozycji na AN i CPT. Takze po uptywie 48h w komorkach
liniit WM793 zauwaza si¢ akumulacje biatka SLAMF7 pod wptywem PTX.

Poniewaz linia A375 bardzo silnie reaguje na CPT, dlatego ten stresor zostal pominig¢ty w niniejszym
eksperymencie. Zauwaza si¢ akumulacj¢ biatka SLAMF7 po 24h w komorkach eksponowanych na
mieszaning AN. Co wigcej, poziom tego biatka wzrasta po uptywie 48h. Po uptywie 48h obserwujg sig¢

takze akumulacj¢ biatka SLAMF7 pod wplywem PTX.

FaDu* UD-SCC-2** UM-SCC-47**
24h 48h 24h 24h 48h
ézfjggzx._ ngr— 9,Z><p—82 =
kDa 2I58 23R8 T §<;g§<§5
55 — i ——— p53
70— - - .
~ .
55 — !4 " SLAMF7
35 — -
T0 e ——— pa— T s m—" HSC70

*- zmutowany status genu TP53; **- dziki status genu TP53

Rye. 32. Ocena iloéci biatka SLAMF7 w liniach komorkowych wywodzacych si¢ z nowotworéow regionu glowy i szyi.
Komoérki linii FaDu oraz UM-SCC-47 eksponowano na stresory przez 24h oraz 48h. Natomiast linia komérkowa UD-SCC-47
przez 24h. Kontrola wewngtrzng eksperymentu jest biatko HSC70.

Zbadano rowniez akumulacj¢ biatka SLAMF7 w trzech liniach komérkowych wywodzacych si¢
z nowotworow regionu gtowy i szyi. Jedna z tych linii wykazuje zmutowany typ genu 7P53, natomiast
pozostale dwie posiadaja dziki typ genu 7P53. W wyniku traktowania badanymi substancjami
nie obserwuje si¢ akumulacji biatka SLAMF7 w liniach FaDu (dostrzega si¢ niespecyficzny prazek
na wysokosci 70 kDa) oraz UD-SCC-2. W linii komoérkowej UM-SCC-47 dostrzega si¢ akumulacje
biatkka SLAMF7 pod wplywem CPT po 24 i 48 h traktowania oraz pod wptywem PTX
po 24h traktowania.
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6. Znaczenie bialka p53 w cytotoksycznym mechanizmie komorek NK-92
w ko-kulturach z komorkami niedrobnokomorkowego raka pluca

Uktad immunologiczny peini kluczowg role w obronie organizmu przed réznego rodzaju
patogenami, ale takze bierze udzial w eliminacji komdrek nowotworowych. Jednymi z gléwnych
komorek efektorowych uktadu odpornosciowego sa komorki NK. Komorkowa linia NK-92, o cechach
komorek NK, jest znana z silnej aktywnosci cytotoksycznej przeciwko komoérkom nowotworowym
1 zainfekowanym wirusem [144]. W ostatnich latach pojawilo si¢ wiele doniesien o roli biatka p53
w odpornosci  przeciwnowotworowej. Biatko p53  kontroluje niektére geny zwigzane
z funkcjonowaniem komorek NK, np. gen TRAIL; ale rowniez ligandy ULBP1/2, ktére umozliwiaja
rozpoznawanie komorek nowotworowych przez komorki NK [71].

Eksponowanie na mieszaning AN nowotworowych linii komorkowych moze aktywowaé geny
zwigzane z odporno$cia wrodzong [10]. Jednym z pierwszych elementdéw odpornosci
przeciwnowotworowej jest wykrywanie komorek nowotworowych przez komodrki NK.
W zwiazku z tym w niniejszym rozdziale zostana przedstawione wyniki pokazujace wptyw mieszaniny
AN (badz pojedynczych substancji tj. aktynomycyny D oraz nutliny-3a) na uwrazliwienie komorek
pochodzacych z niedrobnokomoérkowego raka pluca o réznym statusie genu 7TP53.
Komorki te eksponowano przez 48h na ww. zwigzki (komoérki kontrolne byly traktowane DMSO),
anastepnie przez 24h czg$¢ z komorek nowotworowych miata kontakt z komoérkami NK-92.
Komorki nowotworowe, ktore nie miaty kontaktu z komoérkami NK-92 (na ryc. 33. oraz ryc. 34.
oznaczono je jako ,,pozywka”) wykorzystano jako punkt odniesienia do normalizacji, aby oceni¢ wptyw
badanej substancji na cytotoksyczne dzialanie komoérek NK-92. Jako wizualizacj¢ wynikow testow
oceny metabolicznej (wyznaczajaca procent zywych komorek) przedstawiono wybarwione komorki,

ktoére pozostaty przy zyciu na plytkach 6- lub 12-dotkowych.
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Do oceny znamiennosSci statystycznej wykrytych réznic wykorzystano modyfikacje testu ANOVA
— test Brown-Forsythe z poprawka Welcha lub t-test z poprawka Welcha, lub tez wielokrotny

niezwigzany t-test. Analize statystyczng wykonano w programie GraphPad wersji 10.2.2.

A549 CRISPR-Con
C CRISPR-p53

DMSO ActD

Pozywka NK92 1:1 NK92 5:1

Pozywka

NK92
151

" CRISPR-COn . CRISPR-p53

Ryec. 33. Ocena skutku ekspozycji komodrek niedrobnokomoérkowego raka pluca na dziatanie aktynomycyny D
oraz nutliny-3a wobec cytotoksycznego dziatania komodrek NK-92; wykonane za pomocag testu MTS (przedstawione
na wykresie A-C) oraz testu klonogennego (prezentowane w postaci ptytek D-E). Intensywnos¢ fioletowej barwy na plytkach
jest powigzana z ilo$cig komérek nowotworowych.

Na poczatku cyklu doswiadczen, podczas ko-inkubacji, zastosowano dwa liczbowe stosunki
komorek nowotworowych do komoérek NK-92 1:1 lub 1:5 (A549:NK-92). Na ryc. 33 A i ryc. 33 D.
mozna zauwazy¢, ze wraz ze wzrostem liczby komoérek NK-92 spada liczba komoérek nowotworowych,
ktore pozostaty przy zyciu. Mozna dostrzec, ze liczba komoérek nowotworowych eksponowanych
na mieszaning AN po kontakcie z komdrkami NK-92 jest nizsza, niz komoérek hodowanych jedynie
w pozywce. Przy stosunku 1:1 (A549:NK-92) zaobserwowano zywotno$¢ komorek nowotworowych
eksponowanych na AN na poziomie 20%. W przypadku komorek nowotworowych eksponowanych
na mieszaning AN, ktore zmieszano z 5-krotng liczbg komorek NK-92 obserwuje si¢ aktywnosé
metaboliczng na poziome 7%. Dlatego do dalszych eksperymentéw wybrano stosunek komorek
nowotworowych do komorek NK-92 wynoszacy 1:1 (chciano unikna¢ wysokiej $miertelnosci komorek
nowotworowych spowodowanej nadmiarem komorek NK).

W nastgpnym eksperymencie komoérki A549 eksponowano na aktynomycyne D, nutling-3a
lub mieszaning obu terapeutykow (AN), a nastgpnie komorki nowotworowe inkubowano wspdlnie
z komérkami NK-92 (ryc. 33 B i ryc. 33 E). Zadna z substancji, ani aktynomycyna D ani nutlina-3a,
dziatajgc osobno nie uwrazliwia komoérek nowotworowych na cytotoksyczne dziatanie komoérek NK-92
w takim samym stopniu jak mieszanina AN.

Aby potwierdzi¢ rolg biatka p53 w uwrazliwianiu komoérek nowotworowych na cytotoksyczne
dzialanie  komoérek  NK-92  zastosowano  zmodyfikowana linig AS549  CRISPR-p53
(ze zredukowang ekspresjg genu 7TP53) oraz linig A549 CRISPR-Con (ryc. 33 C i ryc. 33 F).
Komorki A549 (CRISPR-Con i CRISPR-p53) eksponowano najpierw na dziatanie mieszaniny AN,
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anastepnie inkubowano je z komoérkami NK-92. W takich warunkach komoérki CRISPR-Con
eksponowane na mieszaning AN wykazywaly wzgledng zywotnos¢ 20% natomiast komorki
pozbawione prawidtowej formy biatka p53 wykazywaly zywotno$¢ dwa razy wigksza 40%.
Tak wiec, “wylaczenie” prawidlowej formy p53 zmniejsza wrazliwo$¢ komorek nowotworowych na

cytotoksyczne dziatanie komoérek NK-92 w warunkach uprzedniego traktowania AN.

Aby lepiej scharakteryzowac efekt uwrazliwienia, wybrano dwie inne linie niedrobnokomoérkowego

raka ptuca NCI-H460 (dziki status genu 7P53) oraz NCI-H1299 (pozbawione genu 7P53).
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Ryc. 34. Ocena poziomu cytotoksycznego dziatania komorek NK-92 na komorki nowotworowe o odmiennym statusie
genu TP53 traktowane aktynomycyna D i nutling-3a. Test MTS (wykresy A-C) oraz test klonogenny (zdjgcia wybarwionych
ptytek D-E). Intensywnos¢ fioletowej barwy jest powigzana z ilo$cig komorek nowotworowych.

Komoérki linii NCI-H460 najpierw eksponowano na mieszaning AN lub DMSO, a nastgpnie
inkubowano z komérkami NK-92. Zywotno$é¢ komorek NCI-H460 wynosita ok. 20% po eksponowaniu
na mieszaning AN i inkubacji z komorkami NK-92, w porownaniu do 80% do komorek eksponowanych
na DMSO i inkubowanych z NK-92.

Eksperyment wykonano takze na linii NCI-H1299. Komérki tej linii, ktore eksponowano najpierw
na DMSO wykazuja ok. 50% zywotno$¢ po kontakcie z komorkami NK-92. Natomiast, w komoérkach
NCI-H1299 eksponowanych najpierw na mieszaning AN, a nastepnie na komoérki NK-92 obserwuje si¢
zywotnos¢ ok. 25%. Aby sprawdzié, czy zmniejszenie zywotnosci jest rezultatem wspolnego dziatania
aktynomycyny D i nutliny-3a, czy tez ktory§ z tych zwigzkow dziala niezaleznie wykonano
doswiadczenie z traktowaniem pojedynczymi substancjami. Okazato si¢, ze ani aktynomycyna D,
ani nutlina-3a dzialajac oddzielnie nie uwrazliwiajg komorek NCI-H1299 na cytotoksyczne dziatanie

komorek NK-92. Efekt jest widoczny tylko przy zastosowaniu jednoczesnie obu substancji.

Wyniki powyzszych doswiadczen wskazuja no to, ze p53 moze przyczyniac si¢ do uwrazliwienia

komorek nowotworowych na cytotoksyczne dziatanie komorek NK-92. Obserwuje si¢ jednak
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mechanizmy aktywacji efektu cytotoksycznego komorek NK-92, ktére zachodzg niezaleznie od statusu

genu TP53.

Aby lepiej zrozumie¢ mechanizm uwrazliwienia komoérek NCI-H1299 eksponowanych
na mieszaning AN na cytotoksyczne dzialanie komorek NK-92, oceniono w komoérkach akumulacje
wybranych bialek, ktére moga stymulowaé cytotoksyczne dziatanie komorek odpornosciowych, w tym
komorek NK-92. Poza linig NCI-H1299 wykorzystano inne nowotworowe linie komorkowe posiadajace
delecje genu TP53 - linig NCI-H358 (niedrobnokomoérkowego raka ptluca) oraz Saos-2

(kostniakomigsaka). Komorki eksponowano przez 48h na wskazane substancje (ryc. 35.).

NCI-H358, 48h Saos-2, 48h NCI-H1299, 48h
\pe | CPT KONAGDAN Nutss CPT KON AGtDAN Nutsa " CFT KON ActDAN Nutds
130 —' ' et T - o - (FIH1
55 —-- - P {FIT1
55 —

. —— - o
70 __ —— w— -
“ — HSC70

Rye. 35. Analiza poziomu wybranych biatek odpornosci wrodzonej w komdrkach eksponowanych na zaznaczone stresory.
Kontrola wewnegtrzna eksperymentu jest biatko HSC70.

Aktywne biatko IFIH1 inicjuje kaskade sygnatowa prowadzaca do produkcji interferonéow i innych
cytokin prozapalnych, co moze stymulowa¢ cytotoksycznos¢ komorek odpornosciowych. Na podobnej
zasadzie dziataja biatka IFIT1 oraz IFIT3. Immunodetekcja badanych bialek wykazata, ze w komoérkach
NCI-H1299 mieszanina AN jest w stanie w sposob niezalezny od p53 zwigkszy¢ ilos¢ biatek IFIHI,
IFIT1 oraz IFIT3. Tak wigc, AN moze stymulowac ekspresje genéw odpornosci wrodzonej w sposob

niezalezny od p53.
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6.1. Analiza molekularnych skutkow dzialania medium kondycjonowanego z hodowli
komorek NK-92

Komoérki NK wydzielaja wiele cytokin. Jedna z najsilniej wydzielanych cytokin wytwarzanych
m.in. przez komérki NK jest interferon-y (IFN-y), ktéory jest kluczowa cytoking
prozapalng i immunoregulacyjng. Do funkcji IFN-y nalezy m.in. odpowiedZz immunologiczna
polegajaca na stymulacji aktywnos$ci komoérek NK i zwickszona prezentacja obcych antygenow
na powierzchni komoérek poddanych ekspozycji na tg cytokine. Linia komoérkowa NK-92 wykazuje
fenotyp CD356PRCHTCDI6KIR,, jednak pod wzgledem cytotoksycznoseci wobec komorek
nowotworowych wykazuje fenotyp CD56P™CD16". Jedng z rdznic pomiedzy tymi populacjami jest
ilo$¢ wydzielanego IFN-y. Ponadto, ilo$¢ IFN-y wydzielanego przez komoérki NK zwigksza si¢ podczas
ich kontaktu z komérkami docelowymi (nowotworowymi lub zakazonymi wirusem). Jedng z funkcji
IFN-y jest indukcja ekspresji czasteczek MHC klasy I na komorkach docelowych, co zwigksza ich
wrazliwo$¢ na cytotoksycznos$¢ ze strony limfocytow. Celem kolejnego doswiadczenia byto
sprawdzenie, czy medium w ktorym rosty komorki NK-92, same lub w obecnosci komorek

nowotworowych, jest w stanie wywota¢ efekty podobne do dziatania IFN-y (ryc.36.).

Rye. 36. Analiza poziomu wybranych biatek
A549 uczestniczacych w szlaku IFN-y w komoérkach A549
eksponowanych na kondycjonowane medium.
Medium kondycjonowane pozyskano z komorek

kDa Kon AN NK-92 Kon AN IFNy nowotworowych  (linii ~ A549):  kontrolnych,
11 1:1 NK-92 ktore traktowano DMSO (KON); komorek
100 — nowotworowych traktowanych mieszaning AN
AN) ; komoérek NK-92, ktére nie miaty kontaktu

STAT1-phopho-y701 (AN ’
‘ phop z komorkami nowotworowymi (NK-92); z ko-kultury
55 —— komorek NK-92 wraz z komérkami nowotworowymi

nowotworowymi eksponowanymi na mieszaning AN

2 ‘ IRF1 kontrolnymi w stosunku 1:1 (KON 1:1 NK-92);
: z ko-kultury komoérek NK-92 wraz z komoérkami

40 Caspl (AN 1:1 NK-92). Komorki w ostatniej S$ciezce
eksponowano na IFN-y o stezeniu 1 ng/ml
TO —— e w— ———— HSC70 Powyzszymi mediami kondycjonowanymi

traktowano komorki linii A549 przez 6h. Pozytywna
kontrolg eksperymentu stanowito medium z IFN-y,
a kontrola negatywna medium kontrolne.
Wewnetrzng kontrolg eksperymentu stanowi biatko
HSC70.

Warunki do§wiadczenia przedstawiono w opisie ryc.36. Celem powyzszego eksperymentu bylo
sprawdzenie czy kondycjonowana pozywka znad komoérek NK-92 rosngcych samodzielnie lub
w obecnosci  komoérek nowotworowych (kontrolnych Ilub eksponowanych na AN) wplynie
na fosforylacj¢ biatka STAT1 (indukowang IFN-v) i na aktywacje¢ tego szlaku (dlatego sprawdzono ilo$¢
biatka IRF1 kodowanego przez gen stymulowany IFN-y). Powyzszy eksperyment wykazal,
ze komorki NK-92 wydzielaja duza ilo§¢ IFN-y, o czym s$wiadczy wzmozona produkcja IRF1
w komorkach docelowych oraz wzmozona fosforylacja biatka STAT1. Jednak na podstawie niniejszego

eksperymentu nie mozna stwierdzi¢ doktadnej ilosci wydzielanego IFN-y oraz czy obserwowana
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aktywacja jest zastugg jedynie IFN-y. Co ciekawe, fosforylacja tyrozyny 701 biatka STAT1 (Y701) jest
najsilniejsza w komorkach eksponowanych na medium z ko-kultury (wspothodowli) A549 AN 1:1
NK-92. Fosforylacja tego biatka na skutek ekspozycji na medium kondycjonowane pozyskane znad
ko-kultur A549 KON 1:1 NK-92 oraz z samych komoérek NK-92 pozostaje na tym samym poziomie.
Warto zaznaczy¢, ze poziom fosforylacji STAT1 (na tyrozynie 701) w ww. probkach jest znacznie
wyzszy, niz w komorkach eksponowanych na medium zawierajagce jedynie cytokine.
W przypadku kaspazy-1 (CASP1) nie obserwuje si¢ znaczacych roznic, jedynie w komoérkach
eksponowanym na medium kondycjonowane z hodowli komoérek NK-92 zaobserwowano wyzszy

poziom tego biatka, niz w pozostatych (CASP1 jest rowniez aktywowana przez IFN-y).

W powyzszym eksperymencie wykazano, ze komorki NK-92 produkujg czynnik o podobnym
dziataniu jak IFN-y powodujacy fosforylacje STAT1 na Y701, ktorej towarzyszy wzrost aktywacji
biatka IRF1. Komorki NK oraz cytotoksyczne limfocyty T indukujg $mier¢ komorek docelowych na
kilka sposobdw. Jeden z nich polega na powierzchniowej ekspres;ji liganda dla receptora FAS obecnego
na powierzchni komoérek docelowych. Ligand FAS na powierzchni limfocytu wigze si¢ z receptorem

FAS na powierzchni komorki docelowej, co uruchamia kaskade kaspaz i apoptotyczng $mier¢ komorki.

Celem kolejnego eksperymentu byto sprawdzenie, czy medium kondycjonowane z hodowli NK-92
ma zdolno$¢ uwrazliwienia komorek docelowych na pro-apoptotyczne dziatanie liganda receptora FAS.
W tym celu komorki A549 traktowano w sposéb przedstawiony na ryc.37. Komorki traktowano $wieza
pozywka dla komorek NK-92, $wieza pozywka wraz z ligandem FAS, pozywka kondycjonowang
zhodowli 200 000 komoérek NK-92 oraz pozywka kondycjonowana z dodatkiem liganda FAS.
Pozytywna kontrolg stanowity komorki A549 traktowane wstepnie AN, a nastepnie eksponowane na

ligand FAS (50 ng/ml), zgodnie z sugestiami zawartymi w pracy [198].

& & & Rye. 37. Analiza wplywu substancji  obecnych
Q@P* @\" @@Q @59 w kondycjonowanej pozywce z hodowli komoérek NK-92
‘p@ﬁ & & &fw&fw o na indukcje apoptozy w komodrkach nowotworowych
kDa &\o@ ct"\@ o@"’ ob.‘“:@, o \;@* linii A549. Komorki linii A549 traktowano medium
ji— T _F & # S kondycjonowanym: z hodowli 50 000 komérek NK-92
- = v STAT1-phospho-701 oraz 200 000 komoérek NK-92. Do cze$ci medium znad
R P 200 000 komorek NK-92 dodano FASLG (ligand receptora
40 — FAS) w stezeniu 50 ng/ml. Pozostate komorki linii A549
e - et hodowano w standardowej pozywce hodowlanej Iub
w0— - zawierajacej FASLG o  stgzeniu §0 ng/ml:
Kontrolg pozytywna eksperymentu stanowily komorki
0 _~ R U eksponowane na mieszaning AN + FASLG, a kontrola
- = s th}ciete formy posrednie wewnetrzng eksperymentu jest biatko HSC70.
CASP8
35 —
25 — _
sl —< 13kDa cietaforma
25 —
20 — CASP3

~< 19 kDay ..
— 17kDa} ciete formy

70 —— SR —————— Hi5C70
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W komorkach traktowanych medium kondycjonowanym z hodowli komorek NK-92 obserwuje si¢
fosforylacje tyrozyny 701 biatka STAT1, czemu towarzyszy takze wzrost biatka IRF1. W tych samych
probkach obserwuje si¢ takze silng akumulacje kaspazy-1 (CASP1). Wskazuje to na dzialanie IFN-y
obecnego w pozywce kondycjonowanej. Akumulacje kaspazy-1 obserwuje si¢ rowniez w komodrkach
traktowanych AN+FASLG, jednak poziom jest znacznie nizszy od medium kondycjonowanego
z hodowli komorek NK-92. Kaspaza-8 (CASP8) aktywuje zewnetrzny szlak apoptozy; obserwuje sie
jej aktywacje poprzez proteolityczne cigcie 1 powstanie krotszych form w komorkach eksponowanych
na kondycjonowane medium z hodowli 200 000 komorek oraz na FASLG. Stabg aktywacje kaspazy-8
obserwuje si¢ w komorkach traktowanych $wieza pozywka zawierajaca FASLG. Aktywacji CASPS
nie obserwuje si¢ w komorkach traktowanych sama pozywka kondycjonowang. Aktywacji kaspazie-8
towarzyszy wzrost poziomu aktywnej, efektorowej kaspazy-3 (CASP3), co mozna zaobserwowac
poprzez widoczne cicte formy. Najsilniejsza aktywacje CASP3 obserwuje si¢ w probee traktowanej
AN+FASLG (kontrola pozytywna). Tak wigc, pozywka kondycjonowana z hodowli komorek NK-92
bardzo wyraznie zwigksza wrazliwos¢ komorek A549 na proapoptotyczne dziatanie liganda receptora
FAS. Sugeruje to, ze komorki NK-92 przyczyniaja si¢ do $mierci komorek nowotworowych nie tylko
przez bezposredni kontakt, ale rowniez poprzez wydzielanie czynnikéw do s$rodowiska, ktore

zwigkszaja wrazliwos¢ komorek docelowych na proapoptotyczne dziatanie liganda FAS.

7. Analiza roli bialka p53 w regulacji dzialania interferonow

Obecny stan wiedzy wskazuje, ze biatko p53 posiada wiasciwosci wplywania na odpornosé
przeciwnowotworowa, np. poprzez regulacje ekspresji gendw bioragcych udzial w odpornosci
przeciwnowotworowej tj. TRAIL, DRS5, FAS, ULBP1/2 czy STING [71]. Badania przeprowadzone przez
grup¢ Profesora Rusina wskazuja, ze komorki raka ptuca pod wpltywem mieszaniny aktynomycyny D
oraz nutliny-3a aktywuja za posrednictwem p53 ekspresje genu STING, ktéry promuje ekspresje
interferondow (stad skrot nazwy — ang. stymulator of interferon genes (stymulator genow interferonu
;STING)) [10]. Tak wigc, aktywacja p53 moze wplywa¢ na produkcje tych cytokin.
Interferony (IFN) sa grupa cytokin wytwarzanych i wydzielanych przez rozne typy komorek
w odpowiedzi na zakazenia patogenami. Pelnig role w regulacji odpowiedzi immunologicznej oraz
w zwalczaniu patogenow. Ich aktywno$¢ jest regulowana przez czynniki transkrypcyjne z rodziny
STAT, ktore promuja ekspresje genow zaleznych od interferonow. Szlaki sygnalizacyjne aktywowane
przez IFN posiadajg negatywne regulatory, utrzymujgce petle negatywnego sprzezenia zwrotnego.
Jednym z nich jest biatko SOCSI1, ktore hamuje fosforylacje i aktywacje STATI.
Dotychczas potwierdzono, ze gen kodujacy biatko SOCSI1 jest regulowany przez biatko p53, a silna
aktywacja p53 jest zwigzana z defosforylacja tyrozyny 701 biatka STAT1 [10]. Biatko STAT1 wystepuje
jako para izoform STAT 1o oraz STAT1p (ryc. 401 .ryc.43.)
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Ryc. 38. Ocena akumulacji biatka SOCS1 (inhibitora fosforylacji biatka STAT1) wzgledem aktywacji biatka p53
w nowotworowych linia komérkowych o réznym statusie genu 7P53. Linie komdorkowe A549, U-2 OS oraz NCI-H292
posiadaja dziki gen TP53, natomiast linia NCI-H1299 jest pozbawiona ekspresji genu 7P53. Poziom produkcji biatka p53
potwierdza status genu 7P53 w wymienionych liniach komérkowych. Wszystkie komorki byly eksponowane przez 48h na
wymienione substancje. Kontrole wewnetrzng we wszystkich liniach stanowito biatko HSC70.
Badania dotyczace regulacji SOCS1 przez p53 byly wykonane w oparciu o jedng lini¢ komdrkowa
- A549. Celem realizowanym w ramach niniejszego projektu doktorskiego byto zbadanie regulacji
SOCS1 w innych liniach komoérkowych (ryc. 38). Biatko SOCS1 w liniach A549 oraz NCI-H292 ulega
akumulacji pod wptywem AN i CPT. W linii nowotworowej U-2 OS biatkko SOCS1 ulega
konstytutywnej aktywacji w komoérkach rosnacych w warunkach kontrolnych. Co zaskakujace, jego
poziom spada pod wptywem ekspozycji na ActD, Nut3a oraz pod wptywem mieszaniny AN. Natomiast
w linii nowotworowej NCI-H1299 biatko SOCS1 rowniez ulega konstytutywnej ekspresji, jednak jego

poziom nie zmienia si¢ pod wptywem zastosowanych traktowan z wyjatkiem CPT, ktére nieznacznie

obniza jego poziom.

Tak wiec w komorkach z dzikim p53, w ktorych SOCS1 jest na niskim poziomie w warunkach
braku stresu, traktowanie AN zwigksza jego aktywacjg¢, natomiast w komoérkach wykazujacych

wzmozong aktywacje SOCS1 w warunkach kontrolnych, czynniki stresu redukuja jego ilos¢ (ryc.38.).

Celem kolejnego doswiadczenia bylo sprawdzenie, czy p53 uczestniczy w obnizeniu poziomu
SOCSI1. Do tego celu wykorzystano klony komoérek U-2 OS przygotowane metoda CRISPR/Cas9,
w ktoérych  nastgpita  catkowity  utrata  produkcji  biatka  p53  (knock-out  clones).
Doswiadczenie przeprowadzono z wykorzystaniem 4 klondéw pozbawionych p53 i dwoch klonow

kontrolnych (ryc. 39).
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Ryc. 39. Analiza produkcji biatka SOCS1 w wyprowadzonych klonach z wyciszong ekspresja (knock-out) genu TP53
(na rycinie oznaczone jako p53-KO #22, p53-KO #23, p53-KO #11 oraz p53 #14). Klony kontrolne oznaczono jako Con#11
oraz Con#8. Komorki U-2 OS traktowano substancjami przez 48h. Kontrolg wewnetrzna eksperymentu stanowi
biatko HSC70.

Klony traktowano mieszaning AN lub samg nutling-3a. W klonach kontrolnych, podobnie jak
w wyjsciowych komodrkach niemodyfikowanych, nastgpita redukcja poziomu SOCS1 zarowno pod
wplywem nutliny-3a jak i pod wptywem mieszaniny AN. Natomiast w klonach pozbawionych p53
mieszanina AN nadal posiada zdolno$¢ zmniejszania poziomu SOCSI, czego nie obserwuje si¢
w przypadku nutliny-3a. Mieszanina AN zmniejsza poziom SOCS1 w sposob niezalezny od p53,
natomiast nutlina-3a niewatpliwie wplywa na redukcje poziomu SOCS1 za posrednictwem p53.
Zatem wptyw p53 na ekspresje genow zaleznych od interferonéw za posrednictwem regulacji biatka
SOCS1 moze by¢ rozny w zaleznosci od typu komoérek. Poniewaz SOCS1 regulujac fosforylacje STAT1
moze wplywa¢ zar6wno na skutki dziatania interferonu typu I (np. interferonu-a) jak i interferonu typu
II (interferon-y). W kolejnych do§wiadczeniach sprawdzano jak aktywacja p53 przy pomocy mieszaniny

AN wplywa na ekspresje genow aktywowanych interfonem-al lub interferonem-y.
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8. Rola bialka p53 w regulacji szlaku IFN-al

8.1.

Odpowiedz linii komoérek A549 na réozne stezenia IFN-a1 — wybor stezenia

Doswiadczenia z interferonem-a rozpoczeto od wyznaczenia dawki, ktéra bedzie w stanie wywotac

efekt molekularny w postaci fosforylacji czynnika transkrypcyjnego STAT1 przy jednoczesnej

aktywacji genow bedacych pod kontrolg interferonu-a i kodujacych biatka MX1 i IRF7 (ryc.40.).

A549, 24h
IFN-al
kba KON 0.1 0.5(1) 5 10 AN
RP b mm
-
55— R—

ng/mi

STAT1-phopho-Y701
MX1
IRF7

70 — S 570

Interferon-al (IFN-al) aktywuje fosforylacje tyrozyny 701 biatka STATT1, juz w dawce 0,5 ng/ml.

Ryc. 40. Ustalenie dawki interferonu-al na
podstawie eksperymentu typu dawka-odpowiedz
w komorkach nowotworowych linii A549. Komoérki
eksponowano przez 24h na rozne stezenia IFN-al.
Kontrole wewngtrzng stanowito biatko HSC70. Kon —
komorki  kontrolne; poddane dziataniu DMSO
(rozpuszczalnik mieszaniny AN); AN - komorki
poddane ekspozycji na mieszaning aktynomycyny D
oraz nutliny-3a. Na rycinie wskazano na czerwono
wybrane stgzenie IFN-al. Czerwonymi strzatkami
zaznaczono izoformy biatka STAT1

W przypadku wyzszych dawek (powyzej 5 ng/ml) interferonu, fosforylacja STAT1 nie ulega zmianie.

Poziom biatka MXI, kodowanego przez jeden z genow aktywowanych IFN-al, wzrasta w komorkach

eksponowanych na 0,5 ng/ml IFN-al, a poziom biatka w komodrkach eksponowanych na wyzsze dawki

nie ulega zmianie. W przypadku biatka IRF7 obserwuje si¢ wzrost jego akumulacji, jednak

nie obserwuje duzych zmian ilo$ci pomiedzy dawkami IFN-al. Poniewaz zastosowanie interferonu

w stezeniu 1 ng/ml spowodowato wyrazny wzrost fosforylacji STAT1 oraz akumulacji MX1 oraz IRF7,

dlatego do dalszych doswiadczen uzyto takiego stezenia.
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8.2.

Rola biatka pS3 w regulacji fosforylacji STAT1 indukowanej IFN-al
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Rye. 41. Ocena roli biatka p53 w aktywacji biatek uczestniczacych w szlaku IFN-ol. Komorki linii A549 oraz U-2 OS
(obie linie charakteryzujg si¢ dzikim genem 7P53) oraz linie A549 CRISPR-Con i CRISPR-p53 traktowano przez 24h
mieszaning AN, badZ Nut-3a. DMSO to rozpuszczalnik substancji z mieszaniny AN. Nastgpnie po 24h wymieniono pozywke
na pozywke zawierajaca IFN-al (1 ng/ml) w czg$ci komorek (zgodnie z rycing). Kontrolg wewngtrzng eksperymentu stanowito
biatko HSC70, badZ GAPDH (zgodnie z rycing).
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Celem kolejnego doswiadczenia byto sprawdzenie, czy status p53 wptywa na modulacje¢ fosforylacji
STAT1 (ryc.41.). Komoérki A549 Iub U-2 OS wstepnie traktowano AN lub pozwolono im rosnaé
w warunkach kontrolnych. Po 24 godzinach cz¢s¢ komorek eksponowano na IFN-al, a pozostatym
komoérkom pozwolono rosng¢ w warunkach kontrolnych lub dalej eksponowano na AN zgodnie ze
schematem przedstawionym na Ryc.41. Komorki A549 poddane ekspozycji IFN-al sa zdolne do
fosforylacji tyrozyny 701 biatka STAT1 (ryc. 41A.). Fosforylacja biatka STAT1 jest hamowana, kiedy
wczesniej w komorkach nowotworowych aktywowano biatko p53 za pomocg AN (o aktywacji biatka
p53 swiadczy wzrost poziomu formy catkowitej oraz obecnos¢ fosforylacji seryny 37). Catkowity
poziom biatka STAT1 ulega nieznacznemu zwigkszeniu w komorkach eksponowanych na IFN-al.
W przypadku linii U-2 OS obserwuje si¢ stabg fosforylacje biatka STAT1, natomiast catkowita forma
biatka STATI jest silniej produkowana w komorkach najpierw eksponowanych na mieszaning AN.
Biatko SOCS1 ulega akumulacji w komorkach A549 traktowanych AN, natomiast w komoérkach U-2

OS w podobnych warunkach poziom SOCS1 wyraznie spada. W przeciwienstwie do komorek A549,
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w komoérkach U-2 OS uprzednia aktywacja p53 nie wplywa na stan fosforylacji STATI1
indukowanej IFN-al.

W kolejnym doswiadczeniu sprawdzono, czy w komorkach A549 uprzednia aktywacja p53 sama
nutling-3a bedzie rowniez modulowala fosforylacje STAT1. Wyniki przedstawione na ryc.41B wyraznie
wskazuja, ze wpltyw nutliny-3a na fosforylacje STAT1 jest mniejszy niz wplyw mieszaniny AN.
Nutlina-3a nie aktywuje SOCS1 (w przeciwienstwie do mieszaniny AN). Aby przekonac sig, czy wptyw
AN na fosforylacje STAT1 odbywa si¢ za posrednictwem p53, eksperyment wg schematu traktowania
z ryc. 41 A przeprowadzono z udziatem komorek ze zredukowana ekspresja genu 7P53 oraz komorek
kontrolnych (ryc.41.C). Niedobor p53 sprawia, ze mieszanina AN nie jest w stanie wydajnie obnizac
fosforylacji STAT1, co sugeruje, ze p53 uczestniczy w tym procesie. Kiedy jednak dodatkowo zbadano
poziom biatek kodowanych przez geny aktywowane IFN-al (ryc.41l. C. biatka: MXI1, IRF7),
stwierdzono, iz mimo spadku fosforylacji STAT1 wygenerowanego mieszaning AN, poziom ekspresji

gendw kodujacych biatka MX1 i IRF7 nie ulegl zmianie.

Podsumowujac, aktywna forma biatka p53 generuje spadek fosforylacji STAT1, co jednak

nie przektada si¢ na spadek ekspresji genow regulowanych przez ten czynnik transkrypcyjny.

8.3.  Rola bialka p53 w aktywacji genow regulowanych przez IFN-al

Powyzsze eksperymenty wykazaty, ze fosforylacja biatka STAT1 nie zawsze wptywa na ekspresje
genow regulowanych przez ten czynnik transkrypcyjny. Dlatego nastepnym celem byto sprawdzenie
aktywacji dodatkowych genow zaleznych od IFN-o1 w warunkach uprzedniego traktowania mieszaning
AN oraz w zalezno$ci od status genu 7P53. Do tej oceny wybrano zmodyfikowang lini¢ A549
CRISPR-p53 z obnizong ekspresja genu 7P53 oraz lini¢ kontrolng, CRISPR-Con.
Komorki eksponowano na rézne substancj¢ wedhug schematu przedstawionego na Ryc 41A, a nastepnie

wyizolowano z nich RNA i przeprowadzono analiz¢ ekspresji gendéw na pomoca metody RT-qPCR

(ryc.42.).
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Dane zostaly przedstawione jako krotno$¢ ekspresji (opisane jako krotnos¢) w komorkach
traktowanych wzgledem komorek kontrolnych. Do analizy statystycznej zastosowano niesparowany
t-test z korekta Welcha uwzgledniajaca wspdtczynnik FDR (False Discovery Rate = 5%).
Istotnos¢ statystyczng zostata wyznaczona dla komorek z dzikim genem 7P53 traktowanych mieszaning
AN w poréwnaniu do AN IFN-al oraz AN IFN-al wzgledem IFN-al (oznaczono na czerwono).
Wyznaczono takze istotnos¢ statystyczng dla tego samego traktowania (oznaczono na niebiesko) migdzy
komoérkami CRISPR-Con a CRISPR-p53. Analizg statystyczng przeprowadzono przy uzyciu programu
GraphPadPrism 10.2.2 dla systemu Windows.
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Ryec. 42. Analiza metoda RT-qPCR poziomu ekspresji wybranych gendw uczestniczacych w szlaku IFN-al w zmodyfikowanej
linii niedrobnokomorkowego raka ptuc - A549 z obnizong ekspresjg genu 7P53 (granatowa kolumna) oraz w linii kontrolnej
(czerwona kolumna). Wyniki normalizowano wzgledem ekspresji genu referencyjnego ACTB.

Ekspresja genu OAS] jest obnizona w komodrkach CRISPR-p53 eksponowanych na mieszaning AN,
co wskazuje na to, ze pod wptywem tej mieszaniny gen OAS! ulega aktywacji w sposob zalezny od p53.
Jednak w przypadku traktowania IFN-al ekspresja genu OASI nie ulega zmianie w zaleznosci
od statusu p53. Gen [FI27 utrzymuje si¢ na tym samym poziomie w komodrkach eksponowanych
na cytokine niezaleznie od statusu p53. Jednak jest silnie aktywowany pod wplywem mieszaniny
AN IFN-al (~800-krotnie) niezaleznie od statusu p53 (nieco stabsza aktywacja w komoérkach
pozbawionych p53 nie jest znamienna statystycznie). Tak wiec, ekspozycja komorek na mieszaning AN

oraz IFN-al w sposob synergistyczny aktywuje gen /FI27 niezaleznie od p53. Ekspresja genu /FIT3
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pod wpltywem mieszaniny AN lub AN i IFN-a1 ulega ekspresji w sposob zalezny od biatka p53, jednak
pod wplywem samej cytokiny obserwuje si¢ aktywacje nizsza w komodrkach kontrolnych wzgledem
komorek ze zredukowana ekspresja genu 7P53. Natomiast aktywacja tego genu w komorkach pod
wptywem AN i IFN-al jest addytywna wartoscig poszczegdlnych substancji mieszaniny, co obserwuje
si¢ zar6wno w komorkach kontrolnych oraz z obnizong ekspresja genu 7P53. Tak wigc, w warunkach
ekspozycje na mieszaning AN biatko p53 pozytywnie reguluje ekspresje genu /FIT3. Co ciekawe, gen
pochodzacy z tej samej rodziny — gen /FIT2 —wykazuje nieco inny wzor ekspresji — w jego przypadku
aktywacji biatka p53 wydaje si¢ odgrywac negatywna role w regulacji ekspresji, jednak zaobserwowane
roznice nie sg znamienne statystycznie. W przypadku genu OA4S3 mozna dostrzec, ze wzor jego ekspresji
jest inny, niz genu OAS1. Poziom ekspresji genu OAS3 w kontroli oraz pod wplywem mieszaniny AN
utrzymuje si¢ niemal na tym samym poziomie. Natomiast pod wptywem traktowania interferonem
gen OAS3 ulega aktywacji niezaleznie od statusu p53 i dodatkowego traktowania mieszaning AN.
W przypadku genu DDX60, podobnie jak w przypadku gendow OASI i IFIT3, mieszanina AN oraz
IFNal wspotdziataja w jego aktywacji. Jednak w jego przypadku, ta aktywacja zachodzi niezaleznie od
statusu aktywacji p53.Biatko p53 bardzo wyraznie negatywnie reguluje ekspresje dwoch genow IFI44
oraz [FITM3 — w warunkach traktowania AN i IFN-al ekspresja wspomnianych genow jest wyraznie
wyzsza w komorkach pozbawionych prawidtowego p53 (CRISPR-p53). Podobne zjawisko wystepuje
w przypadku genu /F16, jednak wartosci poziomu ekspresji obarczone sa zbyt duzym btgedem i réznica
nie jest znamienna statystycznie. Tak wigc, ekspresja trzech genoéw jest mniej wiecej zgodna
z obserwacja dotyczaca wptywu p53 na fosforylacje STAT1 — p53 aktywowany mieszaning AN
zmniejsza fosforylacje STAT1 (ryc. 41.), w konsekwencji zmniejszajac ekspresje genow [FITM3, [FI44
i prawdopodobnie rowniez IF16. Zatem, biatko p53 moze wptywaé negatywnie na ekspresje niektorych
genow regulowanych IFN-al jednak, z drugiej strony ma zdolnos$¢ pozytywnej regulacji innych genow
aktywowanych ta cytoking (np. /FI73). Nie ma, wigc uniwersalnej zasady dotyczacej wptywu p53

na ekspresje gendw aktywowanych IFN-al.
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9. Rola bialka p53 w regulacji szlaku IFN-y
9.1. Odpowiedz linii komérkowej A549 na r6zne dawki IFN-y — wybor stezenia

Ryc. 43. Ustalenie dawki IFN-y w komoérkach

A48, 2ah nowotworowych linii A549 w do$wiadczeniu

typu dawka-odpowiedz. Komorki eksponowano
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Interferon-y (IFN-y) wplywa na fosforylacje tyrozyny 701 biatka STAT1, czego nie obserwuje si¢
w przypadku komorek traktowanych AN. IFN-y juz w stezeniu 0,5 ng/ml indukuje fosforylacj¢ biatka
STAT1 (obserwowane formy STATla (91 kDa) oraz STAT1B (84 kDa); zaznaczone na ryc. 43
czerwonymi strzatkami) oraz wzrost produkcji biatka IRF1. Biatko IRF1 jest kodowane przez gen
wykorzystywany jako marker dziatania IFN-y. Do dalszych eksperymentow wybrano stezenie 1 ng/ml
IFN-y (na ryc. 43. oznaczono czerwonym kotkiem), przy ktérym obserwuje si¢ wzmozong fosforylacje
biatka STAT1 oraz syntezy IRF1. Stezenia 5 ng/ml oraz 10 ng/ml IFN-y w komorkach linii A549
powoduja utrzymanie fosforylacji bialka STAT1 oraz syntezy IRF1 na stalym poziomie.
Mozna zauwazy¢, ze pod wplywem mieszaniny AN dochodzi do akumulacji biatka IRF1 na podobnym
poziomie, jak w przypadku komorek poddanych ekspozycji na IFN-y o stezeniu 0,1 ng/ml.
Bialko p53 we wszystkich komoérkach wystepuje na pordwnywalnym poziomie jednak, co zrozumiate

jego najsilniejsza akumulacjg¢ obserwuje si¢ pod wptywem mieszaniny AN.
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9.2.  Rola bialka p53 w akumulacji bialek kodowanych przez geny aktywowane

przez IFN-y

Ryc. 44. Analiza za pomocg techniki Western blottingu
A549 poziomu biatek zaangazowanych w sygnalizacje szlaku
IFN-y. Komorki linii A549 eksponowano na rozne
KDa = o “ 48h mieszaniny substancji, a ich wplyw oznaczono
s KONAN NIy ANIPN Iy AR PNy AN PNy w roznych punktach czasowych (6h, 12h, 24h oraz 48}'1).
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Celem kolejnego doswiadczenia byto sprawdzenie jak aktywacja p53 i traktowanie IFN-y zmienia
w czasie fosforylacje STAT1 1 ekspresjc gendéw regulowanych przez IFN-y i/lub p53.
Komorki A549 poddano dziataniu AN, IFN-y lub mieszaning wszystkich tych substancji przez czas od
6 do 48 godzin jak pokazano na ryc. 44. Pod wplywem dziatania AN w komorkach jest aktywowane
biatko p53, ktorego akumulacja i fosforylacja seryny37 jest wprost proporcjonalna do czasu
traktowania. Interesujaca obserwacja jest obnizenie fosforylacji tyrozyny 701 biatka STATI1 pod
wptywem dluzszej ekspozycji na stresory (szczegdlnie pod wplywem mieszaniny AN i IFN-y,
obserwowane juz w 24 godzinie ekspozycji), ktorej towarzyszy réwniez obnizanie poziomu biatka
SOCSI, ktore jest inhibitorem fosforylacji bialek STAT. Skutkiem zahamowania fosforylacji biatka
STAT1 jest obnizenie poziomu biatka IRF1. W przypadku kaspazy-1 (CASP1) obserwuje si¢ wzrost
poziomu biatka juz w 12h eksperymentu pod wptywem mieszaniny AN i IFN-y. To biatko jest rowniez
kodowane przez gen aktywowany przez IFN-y. Dopiero po uptywie 48h traktowania obserwuje sig¢
wzrost poziomu CASP1 pod wptywem samej mieszaniny AN. Podobng zalezno$¢ obserwuje si¢ w
przypadku biatka IFIT1, ktore podobnie jak IRF1 i CASP1, jest kodowane przez gen aktywowany [FN-
v. Natomiast po uplywie 24h obserwuje si¢ akumulacje IFIT1 w komodrkach pod wptywem IFN-y.
Bialtko IFIT3 osiaga najwyzszy poziom w 12 godzinie eksperymentu, a nastgpnie jego poziom obniza
sie. W calym cyklu eksperymentu najwyzszy poziom biatka CASP1 obserwuje si¢ pod wplywem
mieszaniny AN i IFN-y po 24h i 48h traktowania. Kinaza PKR, rowniez kodowana przez gen
aktywowany IFN-y, zwicksza swo0j poziom bardzo nieznacznie. Biatko NLRXI uczestniczace
w procesach  odpornoéci  wrodzonej podlega akumulacji tylko pod wplywem AN.
Natomiast w przypadku biatka NLRX1 juz w 12 godzinie obserwuje si¢ silniejszy sygnat pod wptywem
AN, w nastepnych punktach czasowych produkcji NLRX1 jest wzmacnia pod wptywem AN, natomiast

w komorkach traktowanych IFN-y obserwuje si¢ ten sam poziom co w komdrkach kontrolnych.
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Na podstawie ryc. 44. mozna zauwazy¢ podziatl biatek szlaku sygnalizacji IFN-y na wczesne
(4. fosforylacja STAT1, SOCS1 czy IRF1) oraz pézne (tj. CASP1 czy IFIT1). Wymienione biatka
zostaty przeanalizowane na poziomie transkryptu (informacje opisano w nastepnych podrozdziatach).
Na podstawie powyzszych doswiadczeh mozna stwierdzi¢, ze aktywacja p53 moze hamowaé
fosforylacje STAT1, a mimo to p53 i IFN-y wspotdziataja w aktywacji niektorych genow takich jak
CASPI1IFITI.
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Ryc. 45. Analiza wpltywu ekspresji genu 7P53 na bialka zaangazowane na szlak IFN-y. W obu eksperymentach komorki
kontrolne traktowano DMSO, ktory jest rozpuszczalnikiem zwigzkéw aktynomycyny D oraz nutliny-3a.
(A) Komorki traktowano substancjami przez 24h. Celem aktywacji biatka pS3 zastosowano mieszaning AN, natomiast [FN-y
stuzyt do aktywacji genéw regulowanych przez ta cytoking. Aby sprawdzi¢ wplyw biatka p53 na szlak IFN-y zastosowano
mieszaning AN i [FN-y. (B) Komorki zmodyfikowanej linii A549 traktowano przez 24h DMSO lub mieszaning AN, a nast¢gpnie
wymieniono pozywke poddajac 6 godzinnej inkubacji z IFN-y celem oceny aktywacji biatek na wezesnym etapie traktowania
cytoking. Komorki poddano dziataniu mieszaning AN (aby aktywowac biatko p53), AN i IFN-y (aby oceni¢ potencjalny wptyw
biatka p53 na biatka, ktoérych geny sa regulowane interferonem) oraz IFN-y (aby oceni¢ wptyw dziatania samej cytokiny).
Kontrola wewngtrzna w obu eksperymentach jest biatko HSC70.

W kolejnym doswiadczeniu wykorzystano komorki z obnizona ekspresje 7P53 w celu sprawdzenia,
czy bialko p53 rzeczywiscie moduluje fosforylacj¢ STAT1 inicjowang IFN-y. Do oceny aktywacji biatka
pS53 ponownie zastosowano przeciwcialo skierowane na fosforylowana seryne  37.
W przypadku fosforylacji biatka STAT1 (Y701) obserwuje si¢ ostabiong aktywacje po uptywie 24h pod
wptywem mieszaniny AN IFN-y. Efekt jest stabszy w komorkach o obnizonej ekspresji genu 7P53
(ryc. 45.A). W innym ukladzie eksperymentalnym (ryc. 45.B) rowniez zaobserwowano, ze mieszanina
AN obniza fosforylacje STAT1 indukowang IFN-y, a efekt nie jest widoczny w komodrkach z obnizong
ekspresja 7P53. W obu eksperymentach dochodzi do fosforylacji tyrozyny 701 biatka STAT1 pod
wplywem IFN-y. Co ciekawe, stan fosforylacji innego aminokwasu STAT1 - seryny 727 (S727)
indukowanej dziataniem IFN-y nie zmienia si¢ ani pod wptywem AN, ani w zaleznos$ci od statusu p53.
Biatko SOCSI, ktore jest inhibitorem fosforylacji STAT1 jest silniej aktywowane pod wplywem
mieszaniny AN po uptywie 24h, ale tylko w komorkach z prawidlowym p53. Akumulacja SOCSI
po traktowaniu IFN-y zachodzi niezaleznie od p53. Natomiast w kolejnym doswiadczeniu
zaobserwowano, ze akumulacja SOCS1 po 6 h traktowaniu IFN-y jest wyzsza niz po 30 h traktowania
AN (ryc. 45.B). W komorkach eksponowanych na AN i IFN-y mimo podobnej aktywacji SOCS1
wystepujg roznice w fosforylacji STAT1 migedzy komorkami o réznym statusie pS53. Ta obserwacja

sugeruje, ze zwigzek pomiedzy aktywnoscig p53, a iloscig SOCS1 i stanem fosforylacji STAT1 moze
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by¢ bardziej ztozony, niz poczatkowo zaktadano. Jednak niewatpliwie oba eksperymenty taczy
obserwacja, ze AN oraz [FN-y dzialaja synergistycznie powodujac silng akumulacj¢ biatka CASPI
(niezaleznie od fosforylacji STAT1) co jest zalezne od p53, ktérego mutacja sprawia, ze AN nie jest

w stanie wptyna¢ na aktywacje CASP1.
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Ryc. 46. Analiza wptywu statusu genu 7P53 w nowotworowych liniach niedrobnokomoérkowego raka pluca na biatka
zaangazowane w szlak IFN-y. Komorki linii NCI-H1299 posiadaja delecj¢ genu 7P53, natomiast komorki A549 posiadaja
dziki gen TP53. Komorki traktowano przez 24h, a kontrolg wewngtrzng eksperymentu stanowito biatko HSC70.

Celem kolejnego doswiadczenia byto sprawdzenie, czy dziatanie aktynomycyny D, nutliny-3a
lub ich kombinacji wplynie na fosforylacje STAT1 w innej linii komoérkowej, pozbawionej p53
— NCI-H1299 (ryc. 46A). Dla poréwnania podobny eksperyment przeprowadzono na linii A549.
Fosforylacja tyrozyny 701 biatka STAT1 jest silnie aktywowana w komorkach eksponowanych
na IFN-y. Zaobserwowano, ze kazde z traktowan wyraznie ostabia fosforylacj¢ STAT1 w komorkach
NCI-H1299 eksponowanych na IFN-y (ryc. 46.A). Natomiast w przypadku linii A549 obserwuje si¢
wczes$niej odnotowane catkowite zahamowanie fosforylacji STAT1 tylko w wyniku dzialania
kombinacji AN (ryc. 46.B). W linii A549 zauwaza si¢ obnizony poziom biatka IRFI1, czego
nie obserwuje si¢ w linii NCI-H1299. Biatko IFIH1 w obu liniach komorkowych wystepuje
na porownywalnym poziomie w komorkach eksponowanych na cytoking niezaleznie od dziatania
innych stresorow. Biatko IFIT1 w linii NCI-H1299 jest produkowane przez komorki niezaleznie od
ekspozycji na stresor, jednak poziom tego biatka jest wyzszy w komoérkach eksponowanych dodatkowo
na IFN-y. Natomiast w linii A549 wykrywa si¢ biatko IFIT1 jedynie w komorkach eksponowanych na
ActD i [FN-y, AN i [FN-y oraz Nut3a i IFN-y. Poziom biatka IFIT3 w komorkach linii NCI-H1299 jest
wykrywany, jedynie w komorkach eksponowanych na IFN-y i utrzymuje si¢ na podobnym poziomie.
Natomiast w linii A549 biatko IFIT3 ulegta stabej aktywacji pod wptywem mieszanin: ActD i IFN-y
oraz AN i IFN-y.

Wynik tego do$wiadczenia wskazuje, ze rézne stresory moga hamowac fosforylacje STAT1

indukowang IFN-y w sposob niezalezny od p53. Jednak jak pokazuje przyktad linii NCI-H1299
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nawet obnizenie fosforylacji STAT1 nie wptywa na poziom biatek aktywowanych IFN-y (IRF1, IFIH1,

IFIT1, IFIT3).
Ryc. 47. Ocena akumulacji wybranych bialek szlaku

GMO07492 IFN-y pod wptywem aktywacji biatka pS3 i ekspozycji
na cytoking. Komorki poddano dziataniu badanych
kD Kon AN AN stresorow przez 24h. Linia GM07492 ma dziki gen 7P53.
a IFNy IFNy Kontrolag wewngtrzng eksperymentu jest biatko HSC70.
55—
T
i = CASP1
95 s RF1
100—

S STAT1-phospho-Y701

70 —— SEE— HSC70

Kolejne do§wiadczenie wykonano, aby przekona¢ sig, czy p53 i IFN-y wspoldziatajg w aktywacji
CASP1 w komorkach prawidtowych (nienowotworowych) (ryc.47.). W tych komorkach obserwuje si¢
silng akumulacj¢ CASP1 pod wptywem AN i IFN-y, natomiast w pozostatych komoérkach CASP1
utrzymuje si¢ na podobnym poziomie. Fosforylacja tyrozyny 701 biatka STAT1 obserwowana jest na
tym samym poziomie w komorkach eksponowanych AN i IFN-y oraz IFN-y. Zatem, obserwowana
aktywacja fosforylacji STAT1 pod wplywem cytokiny nie jest modulowana przez p53. Poziom IRF1

jest nizszy w komorkach eksponowanych na AN i IFN-y, niz pod wptywem traktowania samym IFN-y.

9.3.  Analiza ekspresji wybranych genéw uczestniczacych w szlaku IFN-y

Aby lepiej zrozumie¢ molekularne podstawy efektu dzialania AN oraz IFN-y w zalezno$ci
od statusu p53 przeprowadzono analizg ekspresji genéw w komorkach linii A549 z obnizong ekspresja
genu TP53 (CRISPR-p53) oraz kontrolnych (CRISPR-Con). Podobnie jak w przypadku genow
szlaku IFN-al, analize wykonano z wykorzystaniem metody RT-qPCR.

Prezentowane wyniki zostaly przedstawione jako krotnos¢ ekspresji wzgledem komorek
kontrolnych dla kazdego eksperymentu — na wykresach opisano jako krotnos¢. Do analizy statystyczne;j
danych uzyto t-testu z niesparowanego z korekta Welcha. Dodatkowo, zweryfikowano istotnos¢
statystyczng komorek linii CRISPR-Con traktowanych AN vs. AN IFN-y oraz AN IFN-y vs. IFN-y.

Wszystkie analizy zostaty przeprowadzone w programie GraphPad Prism wersji 10.2.2. dla Windows.

Pierwszych etapem badan byta analiza ekspresji wybranych genow w komorkach eksponowanych
jedynie na IFN-y. Poniewaz we wczeséniejszym do$wiadczeniu najwigksze roznice akumulacji biatek
obserwowano pomiedzy traktowaniami 6h oraz 48h (ryc. 44. ) wlasnie te dwa punkty czasowe wybrano

do analiz RT-qPCR.

109



CASP1 icAm1 IFI16 IFIT1

N
s
3
]
*
*
@
*
*
*

80

o
3

=

@

2 60

Krotnosé
w
3
Krotnosc
Krotnosé

40

Krotnosé
a

B

20

KON  IFNy6h IFNy48h 0
KON  IFNy8h IFNy48h v v KON  IFNy6h IFNy48h o
KON IFNy 8h  IFNy 48h

IFIT3 IRF1 IRF9 PML
1 30 . 15 5
*E -
e o1 4
o 20 o 20 0 10 ©
2 2 @ B 3
c Q Q o
2 2 2 g
© ° ] s
e 8 2 S,
X 10 X 10 X 5 X
1
0 o ] o
KON  IFNyBh IFNy48h KON  IFNy8h IFNy48h KON  IFNy8h IFNya4sh KON  IFNy6h IFNy4gh
S0CSs1 TAP2 WARS1
8 10 * 3 **
*
8
6 3
0 \
5° 3
Q
£4 5 £4
3 S 4 g
¥ X <
2 ) 2
0 o 0
KON IFNy6h IFNy 48h KON IFNyh  IFNy 48h KON  IFNy6h IFNy48h

Ryc. 48. Analiza aktywacji wybranych genow uczestniczacych szlaku IFN-y w dwoch punktach czasowych 6h i 48h.
Ekspresje badanych genéw normalizowano wzglgdem ekspresji genu referencyjnego GAPDH.

Ekspresja wszystkich badanych genoéw jest wyzsza po 6h niz po 48h ekspozycji na IFN-y (ryc.48).
W komorkach eksponowanych na IFN-y wzrost ekspresji genow nastgpuje stosunkowo szybko,
co obserwowano w 6 godzinie traktowania, natomiast po 48 godzinach ekspresja osigga warto$¢
zblizong do kontrolne;j.

Poziom ekspresji badanych genow jest najwyzszy po uplywie 6h. W tym punkcie czasowym
najwyzszg ekspresj¢ wykazujg geny CASP1 (wzrost 20-krotny), /ICAM1 (50-krotny), IFIT3 (25-krotny),
IRF1 (25-krotny) wzgledem kontroli. Natomiast pozostate geny wykazuja nizszg ekspresje wzgledem
kontroli tj. [FI16 (4-krotng), IFITI (5- krotng), IRF9 (9-krotng), PML (3-krotng), SOCSI (5-krotng),
TAP2 (7-krotng), WARSI (6-krotng).

Ze wzgledu na niski poziom aktywacji pod wptywem IFN-y, gen PML nie zostal uwzgledniony
w dalszych analizach. Natomiast pozostate geny analizowano pod wplywem dzialania mieszaniny AN,
AN 1 IFN-y oraz IFN-y, w komorkach linii A549 ktore eksponowano przez 24h (ryc.49.). Na tym etapie
pominigto gen [FIT3 ze wzgledu na wysoka ekspresje po uptywie 6h oraz wysoki poziom biatka
w poczatkowych punktach czasowych (ryc. 44).
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Ryec. 49. Analiza za pomocg metody RT-qPCR poziomu ekspresji wybranych gendéw uczestniczacych w szlaku IFN-y w linii
A549 CRISPR-Control oraz CRISPR-p53, ktore eksponowano przez 24h na stresory zgodnie z osig OX. Istotno$¢ statystyczna
oznaczona czerwong ramka oznacza poréwnanie traktowan w obrebie danej linii komdrkowej (tj. AN vs AN i IFN-y lub AN
i IFN-y vs IFN-y). Natomiast niebieska ramkg oznaczono poréwnanie wzgledem traktowania w ré6znych liniach komérkowych
(tj. CRISRP-Con AN vs CRISPR-p53 AN lub CRISRP-Con AN+ IFN-y vs CRISPR-p53 AN+ IFN-y). Wyniki normalizowano
wzgledem ekspresji genu referencyjnego ACTB.

Zatozono, ze poziom ekspresji genéw bedzie nizszy, jesli komorki beda traktowane zardowno
cytokina, jak i AN (ryc.49.). Efekt ten zniknie w komodrkach pozbawionych prawidtowej funkcji p53.
Zalozenia te przyjeto, w oparciu o poziom fosforylacji STAT1 w réznych warunkach (IFN-y vs
AN IFN-y) oraz status p53 (ryc. 45). Taki wzor ekspresji zaobserwowano wylacznie w przypadku genu
TAP2. W przypadku innych gendow ekspresja odbiegala od tego zalozenia. Ekspresja genow /FI16 oraz
SOCS1 jest aktywowana wraz z biatkiem p53. Jednak komorki eksponowane na samg cytoking
wykazujg staly poziom ekspresji ww. genow niezaleznie od statusu p53. We wcze$niejszych
eksperymentach obserwowano zalezno$¢ biatka SOCS1 od biatka p53. Biorac pod uwage poziom biatka
(ryc. 44.) obserwowano takze zalezng od biatka p53 akumulacje¢ kaspazy-1 (CASP1). W przypadku
analizy ekspresji genéw na poziomie mRNA w przypadku CASPI obserwuje si¢ 100-krotng rdéznice
w komorkach eksponowanych na mieszaning AN w porownaniu z komoérkami kontrolnymi.
Bardzo silng ekspresje genu CASPI obserwuje si¢ takze pod wptywem mieszaniny AN i1 IFN-y
(okoto 150-krotna w komorkach linii CRISPR-p53, do prawie 400-krotnej w komorkach linii
CRISPR-Con). Takze ekspresja genu /IRF] jest uzalezniona od p53 tylko w komarkach eksponowanych

na AN. Pod wplywem cytokiny wzrost jego ekspresji jest wyraznie wyzszy 1 ulega ostabieniu pod
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wptywem AN, jednak p53 nie moduluje tego obnizenia. Ekspresja genu /RF9 jest gldéwnie zalezna
od IFN-y i nie ulega ostabienie pod wptywem AN. Gen ICAM] jest silnie aktywowany pod wptywem
mieszaniny AN (7-krotnie) oraz AN IFN-y (10-krotnie) wzgledem kontroli w komorkach linii
CRISPR-Con. Ulega silnej ekspresji pod wplywem samej cytokiny niezaleznie od biatka p53. Podobna
obserwacje mozna dostrzec w przypadku aktywacji genu /FI7T1, pod wptywem mieszaniny AN dochodzi
do aktywacji uwarunkowanej prawidlowa forma biatka p53. Ten cykl analiz wykazat, Ze niezaleznie od
statusu fosforylacji STAT1, IFN-y i AN wspoldzialaja w sposob zalezny od p53 w aktywacji ekspresji

kaspazy-1, co potwierdza obserwacje przeprowadzone w oparciu o analizg ekspres;ji biatek (ryc. 44).

Na podstawie wczesniejszych eksperymentéw zaobserwowano, ze wszystkie testowane geny
ulegaja silnej ekspresji juz po 6h traktowania IFN-y (ryc. 48). Dlatego w kolejnym doswiadczeniu
zastosowano inny sposob ekspozycji. Najpierw potraktowano komorki AN przez 24 godziny w celu
indukcji ekspresji genow zaleznych od p53, a nastgpnie dodatkowo przez 6 godzin eksponowano
komorki na IFN-y (ryc. 50.). Zastosowano rowniez odpowiednie kontrole. Do analiz wybrano geny:
CASPI1, ICAM1, IF116, IFITI, IFIT3 oraz IRFI aich ekspresj¢ sprawdzono rowniez za pomoca metody
RT-gPCR. Do tego doswiadczenia podobnie jak poprzednio wybrano komorki linii A549
CRISPR-Control oraz CRISPR-p53.

CRISPR-Con
CRISPR-p53

CASP1 IcCAM1 iFH6
2500, - == 300 40

20004

%]
S
=3

15004

Krotnos¢
Krotnosc

10004

Krotnosc
(%]
=]

100
5004

Kon AN AN+INFy INFy

AN AN+INFY INFy

AN ANHNFY INFy

IFiT1 IFIT3 IRF1
100 . - 60

B
o

Krotnos¢
Krotnosc

**
*

Krotnosé
N
=]

]
=

80
30 ’—‘
2 60 ;
40
10 20
o Unsasarven " ANy INFy ol

Ryc. 50. Analiza ekspresji za pomoca metody RT-qPCR wybrano geny uczestniczace w szlaku IFN-y.
Komorki zmodyfikowanej linii A549 CRISPR-p53 oraz kontrolne CRISRP-Con eksponowano przez 24h na DMSO
(stanowiace kontrol¢) lub mieszaning AN. Nastgpnie do odpowiednich komoérek dodano IFN-y (zgodnie z opisem osi OX
na wykresach), wszystkie komorki inkubowano przez dodatkowe 6h. Ekspresje normalizowano wzgledem genu
referencyjnego GAPDH.
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W powyzszym eksperymencie (ryc.50.) obserwuje si¢ 500-krotny wzrost ekspresji genu CASPI
w komorkach eksponowanych na mieszaning AN oraz 2000-krotny wzrost ekspresji pod wpltywem
mieszaniny AN i [FN-y w poréwnaniu z kontrola. Obserwuje si¢ niewielka aktywacje tego genu pod
wptywem samej cytokiny. Nie obserwuje si¢ podobnego mechanizmu aktywacji CASPI w komorkach
pozbawionych prawidtowej funkcji p53. IFN-y i mieszanina AN synergistycznie wspotdziataja
w aktywacji genu CASPI. Efekt ten jest o wiele wyrazniejszy, niz w przypadku poprzednio opisanego
sposobu traktowania komorek. Wzrost ekspresji genu ICAM1 jest 150-krotnie wyzszy w komorkach
CRISPR-Con pod wplywem mieszanin AN IFN-y wzgledem kontroli. Natomiast w komorkach
CRISPR-p53 aktywacja tego genu jest 200-krotna wzgledem analogicznej kontroli.
W komorkach CRISRP-Con eksponowanych na cytoking IFN-y obserwuje si¢ 50-krotny wzrost
ekspresji wzgledem kontroli. W komoérkach CRISPR-p53 traktowanych cytoking ekspresje ICAM1
odnotowano 30-krotng wyzszg wzglgdem analogicznych komorek kontrolnych. Jednak obserwowane
roznice pomigdzy komorkami z prawidtowym i zmutowanym p53 nie byly znamienne statystycznie.
Traktowanie mieszaning AN oraz ekspozycja na IFN-y wspotdziataja w aktywacji genu ICAM 1, jednak
to wspotdziatanie nie jest zalezne od p53.

Gen [F116 ulega aktywacji pod wptywem AN zaré6wno w obecnos$ci jak i przy braku cytokiny.
Ekspresja genu IFI16 wydaje si¢ by¢ zwiazana z aktywacja p53. Jednak w przypadku tego genu
nie obserwuje si¢ silnego wspoldziatania pomigedzy AN a cytoking — efekt addytywny. Podobnie stabe
wspotdziatanie miedzy AN, a IFN-y obserwuje si¢ w przypadku ekspresji /RFI. Natomiast efekt
wspotdziatania obserwuje si¢ w przypadku ekspresji genoéw [FITI i IFIT3. Ekspresja tych gendéw
przypomina ekspresje genu CASPI — aktywacja interferonem nie jest modulowana przez p53, ale p53
uczestniczy w aktywacji tych genow z IFN-y w warunkach traktowania AN. Potwierdza to, ze p53
i IFN-y silnie wspotdziatajg w aktywacji ekspresji niektorych genow, takich jak CASPI, IFITI, IFIT3.

Nie ma jednak jednego wspdlnego wzoru ekspresji genow kontrolowanych przez p53 i IFN-y.

10. Porownanie roli bialka p53 w szlakach interferonow

W powyzszych rozdziatach przedstawiono, w jaki sposob regulowana jest aktywacja wybranych
biatek i genow uczestniczacych w szlakach interferonéw. W trakcie prowadzonych eksperymentow
powstata koncepcja poréwnania poziomu wybranych bialek zwigzanych z odpornoscia wrodzong
w réznych liniach komoérkowych o dzikim statusie genu 7P53 pod wplywem mieszanin: AN,
AN IFN-y oraz AN IFN-al. Komorki kontrolne eksponowano na DMSO, ktdre jest rozpuszczalnikiem
substancji AN, a kontrole pozytywne stanowily same cytokiny: IFN-y oraz IFN-al (ryc.51.).
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Ryc. 51. Podsumowanie analizy poziomu i wybranych biatek zwigzanych ze szlakami interferonow. Wszystkie linie
komorkowe posiadajg dziki status genu 7P53. Oznaczenia linii: niedrobnokomérkowy rak ptuca —NCI-H460 oraz NCI-H292;
kostniakomigsak — U-2 OS; rak gruczotowy zotadka — AGS; czerniak zlosliwy — A375;. Wszystkie linie poddano ekspozycji
na mieszaning AN (st¢zenia: 5 nM aktynomycyny oraz 5 pM nutliny-3a), w przypadku st¢zenia interferonéw wynosito ono:
1 ng/ml (jednak linie AGS oraz A375 traktowano st¢zeniem 2 ng/ml). Komorki kontrolne (Kon) poddano dziataniu DMSO.
Czas ekspozycji substancji wynosit 24h, a kontrolg wewngtrzng w prezentowanych eksperymentach stanowito biatko HSC70.

We wszystkich komorkach obserwuje si¢ wzrost aktywacji biatka p53 pod wplywem
mieszaniny AN. W komoérkach NCI-H460, A375 oraz U-2 OS obserwuje si¢ silng fosforylacje Tyr701
biatka STAT1 pod wplywem AN i IFN-o oraz IFN-o, w przypadku komorek eksponowanych
na pozostate substancje nie obserwuje si¢ znaczacych réznic. Interesujace zjawisko mozna zauwazyé
w przypadku linii AGS, poniewaz jest to jedyna linia z prezentowanych na ryc.51., w przypadku ktorej
fosforylacja tyrozyny 701 biatka STAT1 jest aktywowana pod wptywem mieszaniny AN (obserwuje si¢
najwyzszy poziom w komorkach eksponowanych na mieszaniny AN i/lub cytokinami).
W przypadku linii NCI-H292 obserwuje si¢ wyzszy poziom fosforylacji pod wpltywem cytokin
(szczegolnie pod wptywem IFN-a), a w przypadku traktowania mieszaninami cytokin wraz z AN
obserwuje si¢ nizszg fosforylacji.

Silng akumulacje kaspazy-1 (CASP1) obserwuje si¢ pod wptywem mieszaniny AN z cytokinami

w linii A375. Aktywacje zalezng od cytokin, takze tych obecnych w mieszaninach AN, obserwuje si¢
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w liniach NCI-H460, AGS oraz A375. W przypadku linii U-2 OS obserwuje si¢ najwyzszy poziom
CASP1 pod wptywem traktowania AN i [FN-y.

Akumulacje biatka IRF1 kodowanego przez gen aktywowany IFN-y, obserwuje si¢ w linii
NCI-H460 eksponowanej na ta cytoking. W przypadku innej linii niedrobnokomoérkowego raka ptuca
NCI-H292 aktywacja IRF1 jest uwarunkowany obecno$cig interferonu (zaréwno IFN-a jak i IFN-y).
Akumulacje zalezna od AN i IFN-y oraz IFN-y obserwuje si¢ w linii A375. W przypadku linii U-2 OS
obserwuje si¢ staly poziom biatka IRF1.

Biatko IFIT1 ulega akumulacji pod wptywem cytokiny IFN-a we wszystkich badanych liniach,
oprocz linii AGS. Poniewaz w linii gruczotowego raka zotadka obserwuje si¢ spadek produkcji biatka
IFIT1 pod wptywem cytokiny.

Akumulacje biatka IFIH1 zalezng od IFN-a oraz AN i IFN-a obserwuje si¢ w liniach: NCI-H460,
A375 oraz U-2 OS. W linii NCI-H292 réwniez obserwuje si¢ akumulacje zalezng od cytokiny IFN-a,
jednak w przypadku komorek tej linii obserwuje si¢ takze nizsza aktywacj¢ biatka IFIHI.
W przypadku linii AGS obserwuje si¢ wysoki poziom biatka IFIH1 w komorkach eksponowanych na
AN 1 IFN-a oraz pod wptywem samych cytokin.

Przeprowadzone analizy wskazujg, ze reakcja komorek na aktywacjg biatka p53 i ekspozycje na
interferony jest komorkowo swoista. Nie we wszystkich komoérkach IFN-y i p53 wspoéldziataja
w aktywacji ekspresji genu CASPI. W panelu przedstawionym na ryc. 51 wspomniane dwa czynniki

wspotdziataja w aktywacji tego genu jedynie w komorkach U-2 OS.
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11. Wstepna charakterystyka wspoéldzialania IFN-y i aktywacji pS3 w regulacji
apoptozy indukowanej ligandem FAS.

Interferon-y oraz ligand FAS (FASLG) sa kluczowymi elementami w eliminacji komorek
zainfekowanych wirusem lub komoérek nowotworowych. IFN-y jest produkowany przez limfocyty T
i komorki NK w odpowiedzi na zakazenia patogenami. Z kolei FASLG jest biatkiem blonowym
obecnym na limfocytach, pobudzajacym receptor §mierci zwany FAS, co prowadzi do aktywacji szlaku
apoptozy komorek zainfekowanych, nowotworowych Iub poddanych dzialaniu innych
czynnikow stresu. Ocena wspoéldziatania IFN-y, p53 i FASLG moze mie¢ istotne konsekwencje dla
regulacji odpowiedzi immunologicznej oraz kontroli proliferacji komoérkowej (ryc.52.). W tym
podrozdziale skupiono si¢ na analizie wplywu IFN-y oraz mieszaniny AN na szlak apoptozy

indukowany przez FASLG, aby sprawdzi¢ konsekwencje wspotdziatania p53 i IFN-y.

A549 Ryec. 52. Analiza aktywacji szlaku apoptozy w komoérkach

linii A549. Komorki eksponowano przez 24h na dziatanie
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Warunki do$wiadczenia szczegdtowo przedstawiono w opisie ryc. 52. W skrocie — komorki
wstepnie eksponowano przez 24h na mieszaning AN lub sama pozywke w obecnos$ci lub braku IFN-y.
Nastepnie wymieniono pozywke i przez 4 godziny czg¢s¢ komorek traktowano ligandem FAS zgodnie
ze schematem traktowania, przedstawionym na ryc. 52. Nastepnie w lizatach komoérkowych zbadano
poziom kaspazy-8 (CASP8; aby sprawdzi¢ aktywacje¢ receptora FAS), kaspazy-9 (CASP9; aby
sprawdzi¢ aktywacj¢ mitochondrialnego szlaku apoptotycznego) i aktywacj¢ kaspazy-3 (CASP3),
w celu sprawdzenia dziatania kaspazy efektorowej. Zbadano rowniez fosforylacje STAT1 w celu
monitorowania dziatania interferonu. Ekspozycja na ligand FAS bez uprzedniego traktowania
mieszaning AN nie spowodowala pojawienia si¢ cigtej formy CASP8, CASP9 czy CASP3 (2 $ciezka
zelu). Wstepna ekspozycja na IFN-y, a nastgpnie traktowanie FASLG doprowadzito do pojawienia si¢
cigtej formy CASPS8 (4 Sciezka). Tak wigc, wstepna ekspozycja na cytoking uwrazliwia komorki

na proapoptotyczne dziatanie liganda FAS. Jeszcze silniejszy efekt wywiera wstepna ekspozycija
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na AN — dochodzi do aktywacji CASP8 czemu towarzyszy rowniez aktywacja CASP9 i CASP3.
Jesli komorki sa wstepnie eksponowane na AN oraz IFN-y, FASLG powoduje jeszcze wyrazniejsza
aktywacje CASP8 (pojawia si¢ dodatkowy prazek na wysokosci ok. 18 kDa) oraz wzrost poziomu
aktywnej CASP3. IFN-y uwrazliwia komoérki na proapoptotyczne dziatanie FASLG, AN wywiera
jeszcze wyrazniejszy wplyw, a oba te czynniki dodatkowo wzmacniaja efekt, chodz nie wida¢ synergii.
Prezentowane wyniki sugeruja, ze IFN-y i pS3 wspotdziataja w zwigkszaniu wrazliwosci komorek

na proapoptotyczne dziatanie liganda receptora FAS.
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V. Dyskusja

Gen TP53 jest jednym z najczeSciej zmutowanych gendéw w komorkach nowotworowych
wywodzacych si¢ z réznych tkanek. W ciggu 40 lat od odkrycia biatka p53 przeanalizowano i poznano
wiele mechanizmow regulacji genow i szlakow supresji nowotworu regulowanych przez to biatko.
Poznalismy skomplikowang sie¢ szlaku biatka p53, ale wcigz nie znamy pelnego obrazu. Wiemy, ze p53
jest ,,straznikiem genomu” i znamy jego gtowne funkcje. Mimo to, nadal odkrywamy nowe role, takie
jak regulacja odpowiedzi immunologicznej [57], [71]. Liczne doniesienia wskazuja, ze biatko p53 ma
wplyw na procesy zwigzane z odpowiedziag immunologiczng. Szczegolnie interesujgca jest rola biatka
p53 zwigzana z odpornoscig przeciwnowotworowa. W pismiennictwie naukowym dostgpnych jest
stosunkowo niewiele prac dotyczacych wptywu biatka p53 na inicjacje procesoOw zwigzanych
z odpornoscig. Badania w tym kierunku sa konieczne i dlatego powstata koncepcja projektu
doktorskiego, ktéra rzuca nowe $wiatto na role biatka p53 w regulacji odpowiedzi immunologiczne;j.

W trakcie realizacji niniejszego projektu doktorskiego wykorzystano mieszanine aktynomycyny D
i nutliny-3a (AN) do aktywacji biatka p53 w liniach komérkowych o dzikim statusie genu 7P53.
We wezesniejszych badaniach dowiedziono, ze mieszanina AN poprzez aktywacje biatka p53 moze

stymulowac geny i biatka zwigzane z odporno$cig wrodzona [10], [155].

1. Identyfikacja nowych genow zaleznych od bialka p53 w komorkach
eksponowanych na aktynomycyne¢ D oraz nutling-3a

W pierwszym etapie badan przedstawiono gtéwny model badawczy wykorzystany w niniejszym
projekcie doktorskim. Potwierdzono uzyskanie redukcji ekspresji genu 7P53 w wybranych liniach
(ryc. 14.). Pomimo obserwacji akumulacji catkowitej formy biatka p53 o nieco mniejszej masie
czasteczkowej, co wskazuje na delecje aminokwaséw wywotang dziataniem systemu CRISPR/Cas9,
nie dostrzega si¢ akumulacji biatka p53 z fosforylowang seryng 37, co wskazuje, ze w wigkszos$ci
komorek brak prawidlowego biatka p53. Jak wskazujg badania uzyskane przez zespét Liu i in. redukcja
fosforylacji seryny 37 lub seryny 15 p53 ogranicza ekspresje gendw zwigzanych ze szlakiem biatka p53
[199].

W kolejnym etapie badan, na podstawie analiz RNA-Seq, wybrano geny aktywowane przez
mieszaning AN do dalszych analiz [149]. Oceniono ekspresj¢ wybranych gendéw aktywowanych
mieszaning AN w zmodyfikowanych liniach A549 oraz U-2 OS uzyskanych metoda CRISPR/Cas9.
Cze$¢ badanych gendow wybrano takze do analizy ekspresji w linii NCI-H460. Jako kontrole pozytywna
(znany, silny aktywator p53) zastosowano ekspozycj¢ komorek na kamptotecyne (CPT).
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Ekspresja genu powyzej 1000-krotnos¢

Ekspresja genu wigksza badz roéwna 100-krotnoéci i mniejsza badz réwna 1000-krotnosci.
Ekspresja genu wigksza badz rowna 10-krotnosci 1 mniejsza badz roéwna 100-krotnosci.
Ekspresja genu wigksza badz rowna 5-krotnosci 1 mniejsza badz rowna 10-krotnoscei.
Ekspresja genu ponizej S-krotnosci

Nie badano aktywacji

XA

Rye. 53. Podsumowanie aktywacji wybranych gendw pod wptywem mieszaniny AN w liniach niedrobnokomoérkowego raka
ptuca NCI-H460 oraz liniach A549 CRISPR-Con i zmodyfikowanym wariancie z obnizong ekspresja genu 7P53 CRISPR-p53;
a takze w liniach kostanikomig¢saka U-2 OS CRISPR-Con oraz z redukcja genu 7P53 (CRISPR-p53). Krotno$¢ ekspres;ji
badanych gendéw przedstawiono wzgledem krotnosci kontroli

Na podstawie przeprowadzonych analiz mozna zauwazy¢, ze wigkszo$¢ wybranych genow ulega
aktywacji pod wplywem dzialania mieszaniny AN, zarowno w linii A549 jak i U-2 OS oraz
NCI-H460, jednak poziom aktywacji jest rozny (ryc. 15-17.; ryc. 53.). Na podstawie przeprowadzonych
analiz odkryto nowe geny zwigzane z uktadem odpornosciowym, ktore wykazujg aktywacje zalezna od
prawidlowej formy biatka p53. Podkres$la to znaczenie regulatorowe biatka p53 w odpowiedzi uktadu
immunologicznego. Przebadano 24 geny, z czego az 17 koduje biatka zwigzane z odpowiedzia uktadu
immunologicznego (ryc. 54.). Szczegétowe funkcje biatek kodowanych przez badane geny
przedstawiono w tab. 15.

ACPS5 jest wielofunkcyjnym biatkiem, ktore bierze udzial w regulacji poziom reaktywnych form
tlenu poprzez aktywacje enzymow regulujacych homeostaze komorkowa, prawidlowym rozwoju kosci,
ale takze w funkcjonowaniu makrofagéow [156]. Na poziomie genu, ulega on aktywacji pod wptywem
mieszaniny AN w badanych liniach komodrkowych. Roznica ekspresji miedzy komoérkami
prawidtowymi, a komdrkami z dysfunkcja p53 jest bardzo wyrazna w warunkach ekspozycji na
mieszaning AN.

APOL3 petni rolg w $ciezkach sygnatowych transportu lipidow, uczestniczy takze w uwrazliwianiu
komorek raka jelita na ferroptoze immunologiczng. W mikrosrodowisku guza nadekspresja APOL3
zmniejsza liczb¢ makrofagoéw M2, zwigkszajac liczbe limfocytow T CD8+ [157]. Bialko APOL3 jest
rowniez indukowane przez cytoking IFN-y [158]. W liniach A549 oraz NCI-H460 pod wptywem
mieszaniny AN gen APOL3 jest silnie aktywowany.

Biatko BEX2 jest regulatorem apoptozy mitochondrialnej, cyklu komoérkowego w fazie G1 oraz

przyczynia si¢ do zwigkszonej proliferacji ludzkich komorek glejaka wielopostaciowego poprzez szlak
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NF-«B, szczegolnie w linii U251 [159], [160]. Najnowsze doniesienia wskazuja jego potencjat
immunologiczny, jednak doktadna rola w odpowiedzi immunologicznej nie jest poznana [161].
Gen BEX2 ulega silnej aktywacji pod wplywem mieszaniny AN we wszystkich badanych liniach
komoérkowych wykazujacych prawidtowa forme biatka p53.

Biatko CIBAR2, znane takze jako FAM92B jest stabo poznane, moze jednak utatwi¢ ciliogeneze
[162]. Ostatnie doniesienia wskazuja, ze nadekspresja genu kodujacego to biatko moze by¢ markerem
ryzyka w chorobie Alzheimara, jednak obecnie posiada status ,,dark gene”, poniewaz jego funkcje nie
sa w pelie poznane [163]. Obserwuje si¢ wzrost ekspresji genu C/IBAR2 w liniach A549 CRISPR-Con
oraz NCI-H460 pod wplywem mieszaniny AN.

CRABP2 transportuje kwas reinodiowy do jadra komorkowego, odgrywa takze wazna role
biologiczng w nowotworach u ludzi [164]. Gen CRABP2 wykazuje ok. 30-krotnie wigkszg aktywnos$¢
w komorkach linii A549 CRISPR-Con eksponowanych na mieszaning AN wzgledem kontroli; roznica
jego aktywacji migdzy komoérkami CRISPR-Con i CRISPR-p53 w warunkach traktowania
mieszaning AN jest bardzo wyrazna.

CTHRC1 wystepuje w prawidtowych tkankach regulujac metabolizm, uczestniczy takze
w angiogenezie. Doniesiono takze, ze nieprawidtowa forma biatka CTHRCI przyczynia si¢ do procesu
nowotworzenia w rdznych lokalizacjach [165]. Gen CTHRCI wykazuje aktywacj¢ uwarunkowang p53
tylko w komorkach A549. Jego aktywacja w komorkach U-2 OS jest stosunkowo staba i nie wymaga
aktywacji p53.

Eomesodermina (EOMES) jest czynnikiem transkrypcyjnym indukujacym IFN-y i cytotoksyczno$¢
oraz regulujagcym limfocyty T [166]. Obserwuje si¢ ok.8-krotny wzrost ekspresji genu EOMES
w komorkach A549 CRISPR-Con traktowanych mieszaning AN wzgledem kontroli; w poréwnaniu do
analogicznych komorek CRISPR-p53 obserwuje si¢ dwukrotnie nizsza ekspresj¢ badanego genu.

Gastryna kodowana przez gen GAST jest hormonem pobudzajagcym komorki nabtonka zotagdkowego
do produkcji kwasu solnego. Oprécz tego biatko to moze dziata¢ jako mitogen na komorki nablonka
zotadka oraz uczestniczy w szlaku NF-xB, biorgc udzial w odpowiedzi prozapalnej [167].
Aktywacja tego genu uwarunkowana obecno$cig prawidtowej formy biatka p53 jest niespodziewang
obserwacja i rzuca nowe $wiatlo na funkcjonowanie p53. Gen GAST ulega silnej aktywacji
w komodrkach wykazujacych prawidtowg forme biatka p53 pod wpltywem mieszaniny AN; jest to
ok. 40-krotny wzrost ekspresji wzgledem kontroli we wszystkich badanych liniach.

ICOSLG stymuluje proliferacje limfocytow T oraz sekrecje cytokin, np. IFN- vy. Indukuje takze
proliferacje limfocytow B i ich réznicowanie w komorki plazmatyczne [168]. Gen ICOSLG ulega
ok. 10-krotnej aktywacji w komoérkach CRISPR-Con linii A549 oraz U-2 OS pod wplywem
mieszaniny AN. Jego ekspresja jest obnizona w komorkach pozbawionych prawidlowego p53.

Biatko INKAL jest biatkiem regulatorowym, ktore wplywa na lokalizacje jadrowa biatka PAK4
i poziomy histonu H4K16ac [169]. Kinaza PAK4 moze by¢ inhibitorem kaspazy-8 (CASP8), natomiast

ostatnie doniesienia wskazujg na role¢ CASP8 w regulacji odpowiedzi immunologicznej [170], [171].
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Gen INKA 1 ulega ok. 50-krotnej aktywacji w komodrkach A549 CRISPR-Con pod wplywem mieszaniny
AN wzgledem kontroli; poziom ekspresji jest znacznie nizszy w komorkach pozbawionych
prawidtowego p53.

KCNKG6 reguluje kanatl potasowy, ktéry migdzy innymi sprzyja aktywacji inflamasomu — struktury
bioracej udziat w produkcji cytokin prozapalnych [172]. Wzrost poziomu ekspresji genu KCNK6
w komorkach A549 CRISPR-Con pod wplywem AN jest bardzo duzy.

Ostatnie badania pokazaty, ze biatkko KLRG2 jest powigzane z metylacja DNA w komorkach
pacjentow ze schizofrenig, natomiast inne badanie wykazato, ze moze regulowaé aktywnos¢
szlakow JAK/STAT i MAPK-ERK1/2, a ponadto reguluje poziom biatek p53 i p38 MAPK [173], [174].
Te doniesienia sugerujg, ze biatkko KLRG2 moze by¢ zaangazowane w szlaki interferonowe czy
uczestniczy¢ stanach zapalnych, jednak aby potwierdzi¢ t¢ hipotezg nalezy wykona¢ poszerzone analizy.
Aktywacja genu KLRG? jest zalezna od prawidtowej formy biatka p53, poniewaz nieprawidlowy status
TP53 jest zwigzany z obnizeniem ekspresji tego genu.

LACCI ulega silnej ekspresji w makrofagach zapalnych, co wigcej uczestniczy w eliminacji
komoérek bakteryjnych przez regulacje poziomu reaktywnych form tlenu wytwarzanych przez
mitochondria [175]. Biatko LACC1 uczestniczy takze w procesach przeciwbakteryjnych. Gen LACCI
jest aktywowany w komorkach A549 CRISPR-Con pod wptywem mieszaniny AN dwukrotnie silnie;j,
niz w komoérkach A549 CRISPR-p53 eksponowanych na te same substancje.

Biatko MAFB reguluje réznicowanie makrofagdéw i jest uznawane za potencjalny cel terapeutyczny
w chorobach zwigzanych z makrofagami [176]. Ekspresja genu MAFB jest 100-krotnie wyzsza
w komorkach CRISPR-Con pod wplywem mieszaniny AN wzgledem kontroli, czego nie obserwuje si¢
w komorkach pozbawionych prawidtowego p53.

Biatko NCR3LG1 (B7-H6) jest ligandem dla receptora NKp30, ktoérego obecnos¢ jest kluczowa do
rozpoznania komorek linii bialaczki K562 przez komoérki NK [177], [178]. Gen NCR3LGI ulega
aktywacji pod wptywem mieszaniny AN w sposob zalezny od p53 w komorkach A549.

NDRGH4 jest potencjalnym supresorem nowotworu i potencjalnym biomarkerem raka jelita grubego
[179]. Gen NDRG4 ulega silnej aktywacji w badanych liniach pod wptywem AN.

Biatko OTUD1 uczestniczy w odpornosci przeciwgrzybiczej, a takze hamuje kanoniczng aktywacje
NF-«kB, apoptoze i nekroptoze, biorgc udziat w szlaku IFN-a i w odpowiedzi przeciwwirusowej [ 180],
[181]. Gen OTUDI ulega aktywacji w komorkach z prawidtowa forma p53 pod wpltywem
mieszaniny AN.

PTAFR, znany takze jako PAFR zaangazowany jest w reakcji prozapalne [182]. Gen PTAFR jest
aktywowany pod wplywem mieszaniny AN w badanych liniach komodrkowych, ktore wykazuja
prawidlowa forme p53.

Biatko SLAMF7 ulega silnej ekspresji na powierzchni komoérek immunologicznych, reguluje

cytotoksyczne funkcje oraz aktywacje komorek NK [183]. Wykazuje takze funkcje hamujace
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makrofagdw w stanie zapalnym [184]. SLAMF7 na poziomie mRNA w komorkach eksponowanych
na AN wykazuje silng aktywacje.

TNFRSF14 reguluje odpowiedz immunologiczng limfocytow T poprzez aktywacje zarowno
limfocytoéw zapalnych, jak i reguluje odpornos¢ nabtonka [185], [186]. Gen TNFRSF'[4 ulega aktywacji
w komorkach linii A549 CRISPR-Con pod wptywem mieszaniny AN.

Biatko TRANKI1 jest wytwarzane przez komoérki immunologiczne tj. neutrofile i komoérki NK,
gen TRANK]1 jest zwigzany z sygnalizacjg uktadu odpornosciowego [187], [188]. Gen TRANKI jest
aktywowany w komorkach eksponowanych na mieszaning AN w komoérkach o prawidtowej formie
biatka p53.

WFDC2 moze odgrywac rolg we wrodzonej obronie immunologicznej w ptucach i jamie ustnej
[189]. W tym uczestniczy w odpowiedzi antybakteryjnej [190]. W badanych liniach CRISPR-Con gen
WFDC?2 ulega silnej aktywacji.

Doktadna funkcja biatkka WFDCS5 nie jest w pelni poznana, jednak doniesienia w literaturze
naukowej sugerujg, ze moze uczestniczy¢ w odpowiedzi przeciwbakteryjnej i w stanie zapalnym [191].
W przypadku tego genu obserwuje si¢ bardzo duzg roznicg ekspresji pomiedzy komorkami
z prawidlowym i nieprawidlowym p53.

Biatko WNT4 petni role regulacji roznicowania komoérek dendrytycznych [192]. Odgrywa wazna
role w regulacji szlakow sygnalizacyjnych zwigzanych z beta-katening [ 193].Mieszanina AN aktywujac
biatko p53 uruchamia kaskade aktywacyjng gendw, do ktorych zalicza sie gen WNT4.

Podsumowanie funkcji biatek kodujacych zidentyfikowane geny aktywowane pod wplywem mieszaniny AN

regulatory stanu
zapalnego

Biatka zwigzane z
odpowiedzia
immunologiczng

biatko wydzielane
przez neutrofile

OTUD1
EOMES
KLRG2* 100516
aktywatory

szlakéw IFN *
SLAMF7,

Biatka wykazujace inne
funkcje niezwigzane
bezposrednio z
odpowiedzia
immunologiczng

biatka uczestniczace w
odpowiedzi
antybakteryjnej

biatka powiazane z

*biatka wykazujace potencjalng funkcje ~ 2Ktywacia makrofagow

Ryec. 54. Podsumowanie funkcji biatek kodujacych zidentyfikowane geny, ktore ulegaja ekspresji pod wptywem mieszaniny AN .
Opracowanie wlasne w programie BioRender na podstawie publikacji:[156-193].
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Do dalszego etapu badan wybrano trzy geny: SLAMF7, KLRG2 oraz NCR3LGI celem okreslenia
potencjalnego miejsca wigzania biatka p53 zlokalizowanego w ich obrgbie. Na podstawie wcze$niej
przedstawionych wynikow zauwazono, ze wybrane geny ulegaja silnemu wzrostowi ekspresji pod
wptywem mieszaniny AN w wykorzystanych liniach komorkowych o dzikim statusie genu 7P53.
Sekwencje DNA do testowania potencjalnej odpowiedzi na p53 wybrano w oparciu o publicznie
dostepne bazy danych z prac badajacych wiagzanie p53 w obrebie genomu.

W przypadku badanego miejsca wigzania pS3 w sekwencji genu SLAMF7 obserwuje si¢ silniejszy
wplyw egzogennej formy biatka p53 (ryc. 18.). Warto zaznaczy¢, ze endogenna forma biatka p53
rowniez aktywuje ta sekwencje, jednak roznica jest kilkukrotna (ryc. 18.). Niezaleznie od rdznic,
sklonowana sekwencja SLAMF7 kontroluje ekspresj¢ genu reporterowego i jest aktywowana przez p53,
jest to wiec prawdopodobnie miejsce, z ktorego p53 kontroluje ekspresje SLAMF'7.

Z kolei, analizowane miejsce wigzania w sekwencji genu KLRG?2 jest silniej aktywowane przez
endogenne niz przez egzogenne p53 (ryc. 19.). W tym przypadku obserwowano kilkukrotng rdznice
w poziomie aktywacji. Wybrany fragment sekwencji genu NCR3LGI jest aktywowany w podobnym
stopniu przez endo- jak i egzogenne biatko p53 (ryc. 20.).

Analizy opublikowane przez grupe Fischera i wsp. przedstawiaja podsumowanie badan
transkryptomicznych, ktore skupiaja si¢ na poszukiwaniu gendéw regulowanych przez biatko p53 [200].
W tych analizach badane geny zidentyfikowano jako potencjalne cele biatka p53 — gen SLAMF7 zostat
zidentyfikowany w 15 z 57 badan; gen KLRG2 w 10 z 57 badan, natomiast gen NCR3LGI wykazuje
zaleznos¢ od biatka p53 w 15 badaniach. Na podstawie tych wynikow mozna podejrzewaé, ze
wspomniane geny sa regulowane przez biatko p53 w $cisle okreslonych warunkach, np. jedynie przez
okres$lone czynniki stresu lub tylko w niektérych liniach komoérkowych. SLAMF7 jest biatkiem
badanym pod katem udzialu w reakcjach immunologicznych, a jego gen moze by¢ celem dla biatka p53
[201]. Biatka KLRG2 oraz NCR3LG1 jak wspomniano wcze$niej wykazuja potencjalng role
w dziataniu uktadu immunologicznego [173], [174], [177], [178]. Bialko KLRG2 wedtug badan grupy
Ito i wsp. uczestniczy w szlaku p53 [174]. W tym badaniu zauwazono, ze wyciszenie ekspresji KLRG?2
w komorkach raka zotadka zmniejsza ich nowotworowe cechy 1 powoduje wzrost aktywnosci p53 [19].
Sugeruje to, ze KLRG2 ma wlasciwosci onkogenne. Wedtug prezebtowanych wynikow KLRG?2 jest
zdecydowanie pod pozytywng kontrola ze strony p53, co wykazaly testy na dwoch liniach
komorkowych (A549 i U-2 OS). Ponadto, badania transkryptomiczne wykazaty bardzo niski poziom
ekspresji KLRG2 w komorkach nowotworowych niepoddanych stresowi i1 silng aktywacje pod
wplywem AN. Co sugeruje, ze gen KLRG2 moze wykazywacé takze przeciwnowotworowe wiasciwosci
[149]. Prezentowane wyniki rzucajg nowe S$wiattlo na role biatka p53 w regulacji odpowiedzi

immunologicznej, ale takze na nowe funkcje badanych biatek w komorce.
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2. Scieiki aktywacji biatka SLAMF7

Biatko SLAMF7 (znane takze jako CS1, CRACC czy CD319) odgrywa kluczowa role w regulacji
funkcji komoérek odpornosciowych, zwtaszcza komorek NK [183], [197]. Jako jedno z niewielu biatek
powierzchniowych wystepuje zaré6wno na komorkach NK, jak i na komodrkach docelowych
(np. niektorych komorkach nowotworowych tj. komorki szpiczaka mnogiego). Wigzanie si¢ ze sobg
czasteczek SLAMF7 na komoérkach NK i komorkach docelowych sprzyja aktywacji cytotoksycznej
funkcji komorek NK, co doprowadza do elimanacji komorki docelowej. Odkrycie duzych skupisk biatka
SLAMF7 na powierzchni komorek szpiczaka mnogiego doprowadzito do opracowania
zhumanizowanego przeciwciata skierowanego przeciw SLAMF7 o nazwie Elotuzumab (Empliciti®).
Obecnie jest to jest skutecznie wykorzystywane w terapii szpiczaka mnogiego. SLAMF7 posredniczy
w regulacji komorek NK, dziatajac aktywujaco lub hamujaco w =zaleznosci od ekspresji
wewnatrzkomoérkowych adapteréw EAT-2 [202].

W poprzednim rozdziale przedstawiono dowody wskazujace, ze gen SLAMF7 jest pozytywnie
regulowany przez p53 w co najmniej dwoch liniach komoérkowych. Poniewaz prezentowane wyniki
rzucaja nowe $wiatto na role biatka p53 w regulacji biatka SLAMF7, cieckawym zagadnieniem wydaje
si¢ szersze poznanie zachodzacych mechanizmow.

W pierwszym etapie badan sprawdzono, w jaki sposob biatko SLAMF7 ulega akumulacji
w komorkach linii A549 oraz w ich kondycjonowanej pozywce (ryc. 21.). W komorkach
eksponowanych na mieszaning AN obserwuje si¢ glikozylowang forme (~50 kDa) oraz forme¢ natywna
(37 kDa) SLAMEF7 (ryc. 21.). Obie te formy zostaly takze zaobserwowane niezaleznie przez zespoty
Choe i wsp. oraz Kikuchi i wsp., ktore opisujg je jako forme glikozylowang (~50 kDa)
i nieglikozylowang (37 kDa) [203], [204]. Natomiast w probce medium kondycjonowanego
prawdopodobnie obserwuje si¢ jedynie forme¢ glikozylowang. Zespdt Ishibashi. zaobserwowat
W surowicy pacjentow ze szpiczakiem mnogim rozpuszczalng forme¢ biatka SLAMF7 (sSLAMF7)
W prowadzonych badaniach wykazano, ze u pacjentéw, w ktorych wykryto obecno$¢ formy sSLAME7
w surowicy skuteczno$¢ terapii Elotuzumabem byta zmienjszona w poréwnaniu z pacjentami, u ktorych
tej formy nie obserwowano [205]. Badania prowadzone przez zespot Kikuchi rowniez wskazujg na
negatywna role formy sSLAMF7 w terapii Elotuzumabem zar6wno in vitro, jak 1 in vivo w badanych
modelach szpiczaka mnogiego [204]. Badacze sugeruja takze, ze rozpuszczalna forma SLAMF7 moze
wptywaé na immunologiczne mechanizmy Elotuzumabu obejmujace cytotoksyczno$¢ komoérkowa
zalezng od przeciwciala (ADCC) z udziatem komorek NK oraz fagocytoza komorkowa zalezna od
przeciwcial (ang. antibody-dependent cellular phagocytosis; ADCP) [206], [207], [208], [209], [210].
Oznacza to, ze SSLAMF7 wigzac si¢ z Elotozumabem neutralizuje cytotoksyczne dziatanie komorek
NK w stosunku do komorek szpiczaka mnogiego. Sam Elotuzumab moze pozytywnie wptywac na
funkcje efektorowa makrofagéow zwigkszajac ADCP [204], [205]. Posrednia aktywacja ADCP przez

Elotuzumab moze wyjasni¢ wystgpowanie fagocytozy niezaleznej od CD47 w komorkach
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nowotworowych, ktdra zwigzana jest z obecnoscig receptora SLAMF7 [211]. Badacze wskazujg na to,
ze potaczenie Elotuzumabu z lekami immunomodulujagcymi moze by¢ korzystna strategia terapeutyczna
poprawiajaca skutecznos¢ leczenia pacjentow chorych na szpiczaka mnogiego [204].

Warto zaznaczy¢, ze cytowane zrodla nie prezentuja masy molekularnej sSSLAMF7, jedynie
przedstawiaja analizy z cytometrii przeptywowej. W prezentowanych wynikach nie ma pewnosci,
czy obserwuje si¢ ta sama sekrecyjng forme biatka SLAMF7. Na podstawie prezentowanych badan na
ryc. 21. oraz przez cytowane zespoty nie mozna jednoznacznie stwierdzi¢, ze omawiana jest ta sama
forma sekrecyjna biatka SLAMEF7 [203], [204], [205]. Cytometria przeptywowa w przeciwienstwie do
techniki Western blot nie umozliwia oceny masy molekularnej badanych bialek. W prezentowanych
badaniach obserwuje si¢ tylko jedng forme¢ sekrecyjna, co moze by¢ poszlaka, ze sSLAMF7
wystepujacy w surowicy 0sob ze szpiczakiem mnogim i forma SLAMF7 wykryta w pozywce to samo
biatko. Prezentowany model moze by¢ w przysziosci wykorzystany do badania mechanizmow
tworzenia si¢ formy sekrecyjnej. Jednak pozostaje zagadka, dlaczego sekrecyjna forma SLAMF7

pojawia si¢ tylko u niektdrych pacjentow ze szpiczakiem mnogim.

Mechanizm aktywacji genu SLAMF'7 zalezny od biatka p53 jest stabo poznany. Dlatego nastgpnym
etapem badan bylo sprawdzenie, jak biatko SLAMF7 ulega akumulacji w innych liniach
niedrobnokomoérkowego raka ptuca oraz w linii kostniakomigsaka U-2 OS. W przedstawionych
wynikach (ryc. 22-23.) obserwuje si¢ akumulacje¢ biatka SLAMF7 w liniach niedrobnokomoérkowego
raka ptuca o dziki statusie genu 7P53 — A549 oraz NCI-H292 pod wptywem kamptotecyny (CPT) oraz
mieszaniny AN. Pod wptywem obu traktowan wzrasta poziom biatka SLAMF7. Nie obserwuje sig¢
akumulacji biatka SLAMF7 w linii NCI-H1299 prawdopodobnie dlatego, ze linia ta jest pozbawiona
genu 7P53 (ryc. 23). Oceniono takze poziom biatkka SLAMF7 w liniach A549 oraz U-2 OS
zmodyfikowanych metoda CRISRP/Cas9 ze zredukowang ekspresja genu 7P53 (ryc. 24.).
W tych liniach obserwuje si¢ niski poziom biatka SLAMF7. Przedstawione wyniki sa zgodne
z wynikami uzyskanymi przez Zhou i wsp.ktorzy eksponowali komorki linii U-2 OS na rdzne
chemioterapeutyki tj. nutling-3a, aktynomycyne D, etopozyd oraz doksorubicyng i odnotowali
aktywacj¢ genu SLAMF7 [201]. Jednak we wspomnianym badaniu nie kontynuowano dalszych analiz
nad genem SLAMF7.

Aktywno$¢ komorek NK w stosunku do komoérek nowotworowych po podaniu chemioterapeutykoéw
moze si¢ zmienia¢. Mechanizmy wykorzystywane w terapii pacjentow onkologicznych skupiajg si¢ na
bezposrednim zabijaniu komoérek nowotworowych, jednak chemioterapeutyki podawane systemowo
mogg powodowa¢ hamowanie cytotoksycznosci komoérek NK i wytwarzania przez nie cytokin.
Na podstawie licznych badan mozna zauwazy¢ rozne odpowiedzi komorek nowotworowych
u pacjentow onkologicznych przyjmujacych chemioterapi¢ cytotoksyczng, na co ma wplyw rodzaj
i dawka stosowanego leku [212]. Poniewaz biatko SLAMF7 odgrywa kluczows role w aktywacji

cytotoksycznych wiasciwosci komoérek NK, chemioterapeutyki stosowane w standardowych terapiach
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onkologicznych, poprzez modulacj¢ aktywacji SLAMF7 moga uwrazliwi¢ komoérki nowotworowe na
dziatanie komoérek NK [183].

W literaturze naukowej brak jest opisu szlakow/sg nieliczne doniesienia na temat szlakow aktywacji
genu SLAMF7 pod wplywem roéznych chemioterapeutykow. Dlatego nastgpnym celem projektu byto
sprawdzenie, w jaki sposob biatko SLAMF7 ulega akumulacji pod wptywem powszechnie stosowanych
chemioterapeutykow i czy obserwowane mechanizmy aktywuja si¢ zaleznie od biatka p53. Do tego
etapu badan (ryc. 25.) wykorzystano jako dodatkowe stresory: paklitaksel (PTX), etopozyd (Eto) oraz
cis-platyne (Cis-Pt). Paklitaksel dziata na elementy cytoszkieletu komodrek (konkretnie na mikrotubule).
Przy wysokim stezeniu PTX zatrzymuje mitoze w fazie G2/M, a przy niskim stezeniu indukuje apoptoze
w fazie GO i G1/S poprzez aktywacje kinazy Raf-1 lub p53/21, w zalezno$ci od stezenia [213].
Stosowanie etopozydu powoduje tworzenie dwuniciowych peknie¢ nici DNA. W komodrkach
niedzielgcych si¢ zaburza to transkrypcje gendow [214]. Mechanizm dzialania cis-platyny polega na jej
wigzaniu si¢ do nici DNA w komorkach nowotworowych, co prowadzi do zablokowania podziatu
komorek i wywotania apoptozy [215].

Na podstawie uzyskanych wynikéw (ryc. 25.) obserwuje si¢ aktywacje biatka SLAMF7 pod
wptywem wszystkich zastosowanych chemioterapeutykéw dziatajacych na komorki linii A549.
W komorkach eksponowanych na chemioterapeutyki obserwuje sie aktywacje endogennej formy
biatka p53 (scharakteryzowanej jako forma z fosforylacjg seryny 15), jednak wyjatek stanowia komorki
eksponowane na dzialanie paklitakselu (PTX). W omoéwionym eksperymencie obserwuje si¢
akumulacj¢ biatka SLAMF7 przy braku aktywacji p53. Obecny stan wiedzy nie tlumaczy
obserwowanego zjawiska. Bardziej szczegélowe zbadanie tego mechanizmu moze umozliwic
powstanie nowej strategii terapeutycznej zwigzanej z aktywacja wytwarzania biatka SLAMF7
w skojarzeniu z Elotuzumabem. Akumulacja biatka SLAMF7 pod wptywem paklitakselu wynika
ze wzrostu transkrypcji genu, co pokazata analiza RT-qPCR (ryc. 26.). Paklitaksel aktywuje szlak
NF-«B, ktéry odpowiada za cytotoksyczne dziatanie komorek NK [216]. Badacze grupy Kubo
przedstawili dowody, ze dziatanie paklitakselu indukuje wytwarzanie perforyny w komoérkach NK
(perforyna znajduje si¢ w ziarnach azurofilnych, uczestniczagc w odpowiedzi cytotoksycznej).
W opisanych badaniach PTX nie indukowat sygnalizacji szlaku FAS [216]. Bialko SLAMF7
uczestniczy w regulacji stanu zapalnego poprzez hamowanie ekspresji TNF i IL-12p70 [184].
Badania Wu 1 wsp. wykazaly, ze SLAMF7 posiada zdolno§¢ hamowania szlaku NF- kB poprzez
interakcje z SHIP1 (ang. Src homology 2 (SH2) domain-containing inositol 5-phosphatase 1)
oraz TRAF6 (ang. TNF receptor-associated factor 6) [217]. Z kolei inna grupa na podstawie sugeruje,
ze ukierunkowanie terapii na SLAMF7 moze zmniejsza¢ poziom stanu zapalnego, poniewaz
biatko SLAMF7 wykazuje kluczowe funkcje regulatorowe w sygnalizacji makrofagéw. W badaniach
Simmons i wsp. zauwazyli silng ekspresj¢ in vivo genu SLAMF7 w makrofagach pochodzacych z tkanki
dotknietej stanem zapalnym (ang. superactivated macrophages). Wedlug autorow IFN-y jest glownym

aktywatorem ekspresji SLAMF7 w badanych warunkach. Aktywacja SLAMF7 wywotata wydzielanie
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cytokin prozapalnych (w tym TNF-a), co wzmocnito aktywacje makrofagow i spowodowato
zmniejszenie stanu zapalnego [218].Badania sugeruja, ze biatkko SLAMF7 ulega aktywacji

w odpowiedzi na stan zapalny wywotany poprzez dziatanie PTX.

Nastepnym krokiem prowadzonych badan bylo uzyskanie linii A549 z obnizona ekspresja
genu SLAMF7 (ryc. 27.). W uzyskanej linii obserwuje si¢ brak aktywacji glikozylowanej formy, jednak
w komorkach o obnizonej ekspresji SLAMF7 pojawia si¢ forma biatka (obecna nawet w komorkach
nietraktowanych) reagujace z przeciwciatem uzytym do immunodetekcji. Brak pozytywnej kontroli
wyciszenia genu spowodowal, ze zdecydowano si¢ na zawieszenie do$wiadczen z tymi komorkami.
Nalezy jednak zaznaczy¢, ze glikozylowana forma biatka uczestniczy w regulacji struktury, stabilno$ci
i funkcji biatka SLAMF7. Zespot Wang. wskazuje, ze zaktocenie glikozylacji SLAMF7 prowadzi do
promowania fagocytozy przez makrofagi. Badacze sugeruja takze, ze ekspresja receptora SLAMF7 na
powierzchni komoérek nowotworowych w guzie dziata jako sygnal unikania fagocytozy ,,nie jedz mnie”,
[219]. Rodzi si¢ zatem pytaniem, jak pozbawienie formy glikozylowanej dziata na inne komorki
immunologiczne. Jak wcze$niej wspominano, przyczyng moze by¢ tu sSLAMF7 (prawdopodobnie
sekrecja nadmiaru glikozylowanej formy), ktory hamuje cytotoksyczng aktywnos$¢ komoérek NK

na korzy$¢ ADCP makrofagow [204], [205], [211].

Poniewaz mechanizm aktywacji SLAMF7 pod wptywem PTX oraz zalezny od p53 mechanizm
aktywacji przez inne czynniki stresu jest ciggle stabo zbadany postanowiono sprawdzi¢, w jaki sposob
biatkko SLAMF7 ulega akumulacji w ludzkich liniach komérkowych: niedrobnokomoérkowego
raka ptuca, w komorkach wywodzacych si¢ z uktadu krwiotwoérczego (wykazujacych cechy komorek
prawidlowych oraz linii komorek biataczkowych), w czerniakach oraz w liniach komoérkowych
pochodzacych z nowotworow regionu gtowy i szyi.

W liniach NCI-H1299 (ryc. 28.) wykazano, ze stosowanie mieszaniny AN, PTX czy CPT nie
powoduje aktywacji p53 i zwiekszenia poziomu biatka SLAMF7. Mozliwe, ze badana linia nie posiada
genu SLAMF7 lub ma mutacj¢ w jego sekwencji, poniewaz nie obserwuje si¢ wzbudzenia aktywacji
pod wptywem chemioterapeutykdéw (nawet niezaleznie od biatka p53 pod wptywem PTX).

Biatko SLAMF7 ulega aktywacji w komorkach przewlektej biataczki limfocytowej oraz ostrej
bialaczki limfoblastycznej [195], [220]. Jesli prawidlowa forma bialka SLAMF7 ulega aktywacji
w prawidtowych komoérkach immunologicznych, to czy biatko to nie powinno takze ulega¢ aktywacji
w komorkach linii biataczkowych? Modelem do takich obserwacji moze by¢ linia ostrej biataczki
limfocytow T — Jurkat (ryc. 29.). Wedtug bazy COSMIC komorki Jurkat majg mutacj¢ genu SLAMF7
[150]. Jednak w projekcie zaobserwowano akumulacje biatka SLAMF7 po uptywie 24h pod
wplywem CPT. Natomiast w linii K562 (linia komorkowa przewleklej biataczki limfocytowej),
po 6 godzinach traktowania obserwuje si¢ podobng akumulacje¢ SLAMF7 w komorkach kontrolnych
i traktowanych (ryc. 29.). W linii HL60 (ostra biataczka promielocytowa) najwyzsza akumulacj¢ biatka
SLAMF7 obserwuje si¢ po uptywie 24h traktowania paklitakselem lub kamptotecyna (ryc. 29.).
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Poniewaz w linii HL-60 wystepuje delecja genu TP53, zaobserwowane zjawisko swiadczy o tym, ze
w liniach biataczkowych mozna uzyska¢ niezalezny od p53 wzrost akumulacji SLAMF7 po ekspozycji
na paklitaksel lub kamptotecyng. Rodzi si¢ pytanie czy obserwowana aktywacja biatka SLAMF7
po uptywie 24h w badanych liniach komorkowych nie jest efektem aktywacji szlakow zwigzanych ze
stanem zapalnym? Aby znalez¢ odpowiedz na powyzsze pytanie konieczne sg dalsze analizy biatek
uczestniczacych w szlakach prozapalnych.

Nastepnie sprawdzono, w jaki sposob biatko SLAMF7 ulega akumulacji w liniach komoérkowych
z uktadu krwiotworczego o charakterze komorek prawidtowych (ryc. 30.). Linia NK-92 posiada funkcje
komorek NK, natomiast linia RPMI 1788 wykazuje wlasciwosci limfocytow B. Biatko SLAMF7 ulega
aktywacji w badanych liniach, co potwierdzono w pracach innych zespotow [183]. W niniejszym
projekcie nie zaobserwowano zmiany poziomu SLAMF7 w komorkach linii NK-92 i RPMI 1788 pod
wplywem zastosowanych stresorow. Warto zaznaczy¢, ze obie linie komorkowe zarowno NK-92 oraz
RPMI 1788 wg opisu ATCC posiadaja w sobie material genetyczny EBV (ang. Epstein-Barr Virus),
co moze mie¢ wplyw na aktywacje biatka p53.

W przypadku linii komoérkowych wywodzacych si¢ z czerniaka nastgpuje wzrost poziomu
biatka SLAMF7 pod wptywem dziatania mieszaniny AN (ryc. 31.). W liniach komorkowych WM793,
WM35 oraz A375 poziom tego biatka rosnie po inkubacji z PTX oraz CPT. Jedynie w linii komoérkowe;j
WM278 obserwuje si¢ akumulacje SLAMF7 jedynie pod wptywem CPT.

W liniach wywodzacych si¢ z nowotworéw regionu glowy i szyi jedynie linia UM-SCC-47
wykazuje wzrost poziomu biatka SLAMEF7, najsilniej po traktowaniu CPT (ryc. 32.).
Linie UM-SCC-47 oraz UD-SCC-2 wykazuja obecnos¢ genomu HPV, co moze przyczynia¢ si¢ do

niestabilnosci genetycznej [221].
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Ryec. 55. Podsumowanie aktywacji biatka SLAMF7 w wybranych liniach komérkowych, w ktorych sprawdzono wptyw
ekspozycji: mieszaniny AN, PTX oraz CPT na akumulacj¢ biatka SLAMEF7.

Pojawia si¢ pytanie czy wzrost poziomu SLAMF7 uwrazliwia badane linie nowotworowe na
Elotuzumab. Na podstawie badan Assidiego uwaza si¢, ze nadekspresja SLAMF7 byta pozytywnym
czynnikiem prognostycznym w raku piersi. Wykazano, ze pacjenci ze zwiekszonym poziomem biatka
SLAMF7 w tkance guza piersi wykazuja wyzszy wskaznik przezycia i nizszy wskaznik nawrotow.
Natomiast niski poziom SLAMF7 Iub brak stanowig negatywny czynnik wplywajacy na gorsze
wskazniki przezycia zwigzanych zard6wno z inwazjg 1 przerzutowoscia [222].

Podsumowujac, wzrost ekspresji genu SLAMF7 w komorkach nowotworowych moze by¢
spowodowany przez chemioterapeutyki, zardbwno z udziatem p53, jak i bez niego. Moze to prowadzi¢
do nowych terapii celowanych, ktore uwrazliwiaja komorki nowotworowe na dziatanie komorek NK.
Wstepne traktowanie chemioterapeutykami moze takze zwigkszy¢ wrazliwos¢ komorek

nowotworowych na Elotozumab. Zrozumienie tych mechanizmoéw wymaga dalszych badan.

3. Jaki jest wplyw bialka p53 na cytotoksyczng odpowiedZ komérek NK-92?

Komorki NK stanowig jedng z pierwszych linii obronnych w odpowiedzi przeciwnowotworowej
i przeciw patogenom. Komercyjnie dostgpna linia komorkowa NK-92 jest znana z silnej aktywnosci
cytotoksycznej skierowanej przeciw komorkom zainfekowanym patogenami oraz komodrkom
nowotworowym [144]. Obecny stan wiedzy sugeruje, ze biatko p53 wplywa na odpornosc
przeciwnowotworowa i moze wplywa¢ na funkcjonowanie niektérych komorek immunologicznych
tj. komoérek NK [10], [71].

Aby sprawdzi¢ wplyw biatka p53 na cytotoksyczne dziatanie komoérek NK-92 przeprowadzono

ocen¢ aktywnosci metabolicznej komorek nowotworowych, ktore eksponowano na mieszaning AN
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lub pojedyncze substancje (ryc. 33. i ryc.34.). Nastepnie zatozono ko-kultury komérek nowotworowych
z komoérkami NK-92 i wykonano test MTS.

Na ryc. 33. przedstawiono pomiary, z ktorych wynika, ze zywotno$¢ komorek A549 traktowanych
przez 48h mieszaning AN a nastepnie inkubowanych z komoérkami NK-92 zmniejsza si¢ z ok. 75%
(brak traktowania) do ok. 20% (z traktowaniem). Traktowanie mieszaning AN uwrazliwia komorki
nowotworowe na cytotoksyczne dziatanie komoérek NK-92. Dotychczasowe badania przedstawione
przez Belkahla i wsp. wskazuja, ze biatko p53 indukuje ekspresj¢ ligandow tj. MICA/B, ULBP1 oraz
ICAMI1 na powierzchni komoérek nowotworowych, ktore uwrazliwiaja ja na dziatanie komorek NK
[223]. Jak wskazuja badania Gutierrez-Guerrero i wsp. akumulacja SLAMF7 reguluje cytotoksyczna
aktywacje komorek NK [196]. Warto podkresli¢, ze komorki nowotworowe linii A549 CRISPR-p53
eksponowane na mieszaning AN, rowniez wykazuja zwigkszong podatnos¢ na cytotoksyczne dziatanie
komorek NK-92. Jednak jest ona na nizszym poziomie, niz komorek z prawidlowym genem 7TP53.

Uwrazliwiajacy wptyw AN na podatno$¢ komoérek nowotworowych na cytotoksyczne dziatanie
komoérek NK-92 wykazano réwniez dla komorek linii NCI-H460, ktore posiadaja dziki gen TP53
(ryc. 34.). Zaskakujaca obserwacja jest niska (wynosi 20%) aktywno$¢ metaboliczna komoérek linii
NCI-H1299 (delecja TP53) eksponowanych na mieszaning AN oraz na komorki NK-92 (ryc. 34.).
Sugeruje to, ze AN moze uwrazliwia¢ na dziatanie komorek NK-92 réwniez niezaleznie od statusu p53.
W linii NCI-H1299 (w przeciwienstwie do linii A549) zastosowanie pojedynczych substancji
aktynomycyny D i nutliny-3a nie powoduje efektu uwrazliwienia. Co sugeruje, ze biatko p53
posredniczy w zwickszaniu wrazliwo$ci komorek traktowanych sama aktynomycyna D lub nutling-3a
w komorkach z prawidtowa forma genu 7P53. Belkahla i wsp. donosza, ze p53 uwrazliwia komorki
nowotworowe na cytotoksyczne dziatanie komérek NK pod wptywem dichlorooctanu (DCA) [223].

Obserwowany efekt cytotoksycznego dziatania komorek NK-92 na komorki linii NCI-H1299 moze
by¢ spowodowany dziataniem mieszaniny AN w sposob niezalezny od p53. Dlatego postanowiono
sprawdzi¢ zmiany ekspresji gendw odpornosci wrodzonej w nowotworowych liniach posiadajacych
delecje genu TP53 (ryc. 35.). Biatko IFIH1 uczestniczy w odpowiedzi wrodzonej wywotanej
infekcja wirusowa [224]. Natomiast biatko IFIT1 jest aktywowane w odpowiedzi na interferon typu I
[225]. We wszystkich analizowanych liniach z delecja genu TP53 pod wplywem mieszaniny AN
obserwuje si¢ wzrost ilosci biatka IFIT3. Aktywacja biatka IFIT3 moze by¢ indukowana przez obecnosc¢
réoznych wiruséw, co z kolei hamuje ich replikacje, przy czym lezacy u podstaw tego zjawiska
mechanizm wskazuje na jego kluczowa role we wrodzonej odpornosci przeciwwirusowej [226].
W badaniach Yang i wsp. przedstawiono, ze gen /FIT3 jest jednym z najbardziej aktywnych gendéw
okreslonych jako ,,czynniki zapalne komdrek NK”, co moze przyczyniac si¢ do stymulacji komérek NK
poprzez przypuszczalng aktywacje interferonow [227].

Mieszanina AN moze uwrazliwia¢ komoérki niedrobnokomorkowego raka phluca na cytotoksyczne
dziatanie komorek NK-92. Dziatanie to jest obserwowane zarowno w komorkach o dzikim 7P53 jak

iw linii z delecjg tego genu. Aktywacja genow odpornosci wrodzonej poprzez mieszaning AN
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w komoérkach pozbawionych p53 wskazuje, ze AN aktywuje niezalezne od p53 mechanizmy

zwigkszajace wrazliwos¢ komorek nowotworowych na cytotoksyczne dzialanie komorek NK.

3.1. Substancje pochodzace z komorek linii NK-92 wykrywane w pozywce
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Ryc. 56. Szlaki $mierci komorkowej modulowane przez komorki NK. Wykonanie wlasne w programie BioRender na
podstawie publikacji [231].

Komorki NK odgrywaja kluczowa role w odpowiedzi immunologicznej wytwarzajac szeroka game
cytokin np. interferon-y (IFN-y), a takze wykazujac funkcje cytotoksyczne. Sugeruje sig¢, ze IFN-y
wytwarzany przez komorki NK bierze udzial w r6znych procesach immunologicznych, tj. réznicowanie
pomocniczych limfocytow T [228]. W prezentowanych wynikach (ryc. 36.) pokazano, w jaki sposob
medium kondycjonowane wpltywa na aktywacje wybranych bialek uczestniczacych w szlaku IFN-y.
Obserwuje si¢ wzrost fosforylacji tyrozyny 701 biatka STAT1 w komorkach A549 traktowanych
pozywka z hodowli NK-92. Komorki NK wydzielaja wiele cytokin (tj. IFN-y), ktore posiadaja zdolnos¢
aktywacji szlaku JAK/STAT [229]. Jednak w medium z ko-kultury komoérek nowotworowych
eksponowanych na mieszaning AN z komorkami NK-92 obserwuje si¢ najsilniejsza zdolnos$¢ indukcji
fosforylacji tyrozyny 701 biatka STAT1. Podstawowa rola komérek NK jest eliminacja zakazonych
i transformowanych komoérek poprzez indukowanie $mierci komorkowej na drodze apoptozy,
nekroptozy czy pyroptozy [230].

Szlaki pyroptozy i apoptozy sg ze sobg powigzane poprzez bezposrednie oddziatywanie miedzy
kaspazami prozapalnym (ludzkie kaspazy: CASP1, CASP4, CASPS; mysie kaspazy: CASPI11,
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CASP12) i apoptotycznymi (m.in. CASP3, CASP7, CASP8, CASP9). Komoérki NK oprocz wydzielania
cytokin posiadajg na swojej powierzchni ligand receptora FAS [231]. Wspdlne dzialanie interferonu-y i
liganda FAS moze zwigksza¢ wydajnos¢ niszczenia komorek docelowych. Pod wplywem medium
kondycjonowanego zhodowli 200 000 komoérek NK-92 suplementowanego FASLG (ryc. 37.),
w komodrkach docelowych A549 obserwuje si¢ akumulacje kaspazy-1, aktywnej kaspazy-8
(obserwowana cigta forma na wysokosci 18 kDa) oraz aktywnej efektorowej kaspazy-3 (ciete formy
obserwowane na wysokosci 19 kDa i 17 kDa). W niniejszym projekcie wykazano, ze dodanie FASLG
moze wywola¢ aktywacje¢ apoptozy w komoérkach nowotworowych eksponowanych na medium
komorek NK-92. Prezentowane wyniki sg oryginalne poniewaz dotychczas w pi$miennictwie brak
doniesien o wptywie kondycjonowanej pozywki z hodowli komoérek NK-92 na bardzo silne
uwrazliwienie komorek nowotworowych na pro-apoptotyczne dziatanie liganda FAS. Wynik ten

powinien by¢ przedmiotem kolejnych projektéw badawczych.

4. Rola bialka p53 w sygnalizacji szlakow interferonowych

Interferony (IFN) to klasa cytokin wytwarzanych i wydzielanych przez roézne typy komorek
w odpowiedzi na zakazenie patogenami. Dotychczas donoszono o roli biatka p53 na sygnalizacje
szlakow IFN, co uzasadnia dalsze kroki w tym kierunku [10], [71]. Wyniki przedstawionych wyzej
projektéw wymagaty rozszerzenia dlatego w niniejszym projekcie doktorskim zastosowano dwa typy
interferonow — interferon typu I (IFN-al) oraz interferon typu II (IFN-y). Przeprowadzono analize

wptywu biatka p53 na ekspresje wybranych gendw uczestniczacych w szlakach IFN.

4.1. Wplyw bialka p53 na mechanizm aktywacji inhibitora szlaku JAK/STAT
— biatka SOCS1

Biatko SOCSI jest inhibitorem szlaku JAK/STAT, ktory moze by¢ aktywowany w odpowiedzi na
dziatanie IFN [147], [148]. Dotychczasowe badania wskazuja, ze gen SOCS/ jest aktywowany w sposob
zalezny od biatka p53 w linii niedrobnokomorkowego raka ptuca A549 [10]. p53 poprzez regulacje
aktywnos$ci SOCS1, hamujacej fosforylacje biatka STAT1, moze modyfikowaé odpowiedZz komorki na
dziatanie cytokin, ktorych sygnalizacja odbywa si¢ za pomoca STAT1, a wigc np. interferonow
typu I i II. Poniewaz dotychczasowe badania tego zagadnienia odbywatly si¢ w oparciu o jedna lini¢
komorkowa, dlatego jednym z celow niniejszego projektu byto sprawdzenie, jak p53 moduluje ekspresje
SOCS1 w innych liniach komérkowych. Zaobserwowano, ze biatko SOCSI (ryc. 38.) ulega akumulacji
w liniach A549 oraz linii NCI-H292 (linie niedrobnokomoérkowego raka ptuca; o dzikim statusie genu
TP53). W przypadku linii NCI-H1299 (linia niedrobnokomoérkowego raka phuca; posiadajaca delecje
genu TP53) SOCS1 nie ulega aktywacji na skutek ekspozycji na zaden z badanych zwigzkow (ryc. 38.).
Linia U-2 OS (kostniakomigsak, o dziki statusie genu TP53) charakteryzuje si¢ wysoka, konstytutywnag
aktywacje SOCSI (ryc. 38.). W transkryptomicznych danych uzyskanych przez grupe Profesora Rusina

wysoka akumulacja biatka SOCSI jest ttumiona pod wptywem aktynomycyny D, nutliny-3a oraz
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mieszaniny (AN) [10]. W klonach linii U-2 OS pozbawionych ekspresji genu 7P53 obserwuje si¢ brak
wptywu nutliny-3a na poziom biatka SOCSI (ryc. 39.). Mozna stwierdzi¢, ze regulacja poziomu SOCS1
przez p53 jest bardzo skomplikowana. W komorkach z niskim poziomem SOCS1 (np. A549), aktywacja
p53 znaczaco zwigksza poziom SOCSI. Z kolei, w komorkach z wysokim, wyj$ciowym poziomem
SOCS1 (np. U-2 OS), aktywacja p53 powoduje jego represje. Dane transkryptomiczne opublikowane
przez Fischera i wsp. wskazuja, ze w niektorych komoérkach p53 powoduje aktywacje genu SOCSI,
natomiast w innych komoérkach powoduje jego represje [200]. Zatem biatko p53 moze dziata¢ jako
regulator poziomu SOCS1 w komorce — jesli komorka wykazuje duza ilos¢ transkryptu SOCS1 aktywne
biatko p53 moze jg zmniejszy¢, natomiast jesli jest on na niskim poziomie to moze jg zwigkszyc.
Wyjasnienie mechanizmu tego zjawiska wymaga dalszych badan.

Inni badacze zauwazyli, ze nutlina-3a w liniach komorkowych wywodzacych si¢ z biataczek jest
w stanie spowodowac wzrost poziomu SOCS1 [232]. Jednak doktadny mechanizm aktywacji SOCS1

przez nutling-3a jest niedostatecznie opisany w literaturze.

4.2. Rola bialka p53 w szlaku IFN-al

Pierwszym etapem oceny roli biatka p53 w szlaku IFN-al bylo sprawdzenie, w jaki sposob biatko
p53 aktywowane przez mieszaning AN ostabia fosforylacje tyrozyny 701 biatka STAT1 inicjowang
przez IFN-al (ryc. 41 A-C.). Przedstawione wyniki dowodza, ze biatko p53 aktywowane przez
mieszaning AN wykazuje potencjal ttumiacy fosforylacje STAT1 w linii A549 (ryc. 41 A-C.).
Jednak nizszy poziom fosforylacji STAT1 nie powoduje ostabienia aktywacji bialek uczestniczacych
w szlaku IFN-al — MX1 oraz IRF7 (ryc. 41 B-C.). Fosforylacja STAT1 w pozycji Tyr701 jest zwiazana
z aktywacja STAT1, jednak wyrazne hamowanie fosforylacji (aktywacji STAT1) nie przeklada si¢ na
spadek aktywnosci elementéw jego szlaku (ryc. 41 A-C.). Konieczne jest poszerzenie wiedzy na temat
mechanizmoéw szlakoéw interferonowych.

Aby przekona¢ si¢ jak mieszanina AN oraz status p53 wplywa na ekspresj¢ innych genow

aktywowanych interferonem-o wykorzystano metod¢ RT-qPCR. Wybrano dodatkowo 9 genow.
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Ryc. 57. Podsumowanie ekspresji badanych genow pod wpltywem wybranych substancji w liniach A549 CRISPR-Con oraz
CRISPR-p53 na podstawie ryc.42. Krotnos¢ ekspresji przedstawiono wzgledem krotnosci kontroli.

Zaobserwowano ostabiong ekspresj¢ trzech genow w wyniku aktywacji biatka p53 indukowane;
mieszaning AN - [FI6, [FI44, IFITM3 (ryc. 42.). Natomiast w przypadku 4 pozostatych /FI27, DDX60),
0AS1, IFIT3 zaobserwowano wspoldziatanie obu substancji (AN oraz IFN-al) w aktywacji
ich ekspresji. Tylko w przypadku IFIT3 wspoldzialanie odbywa si¢ w sposob zalezny od p53.
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W przypadku [FI27 obserwuje si¢ najsilniejsze wspotdziatanie migdzy AN oraz IFN-al w aktywacji
ekspresji, jednak odbywa si¢ ono niezaleznie od p53. Bialko IFI27 ma znaczenie w mechanizmach
uwrazliwiajacych komorki na sygnaty proapoptotyczne [233]. Na podstawie wynikoéw (ryc. 42.) mozna
zauwazy¢, ze biatko p53 moze negatywnie wptywac na ekspresje gendw zwiazanych ze szlakiem
IFN-al, co moze by¢ skutkiem ostabienia fosforylacji STATI. Traktowanie komorek
niedrobnokomdrkowego raka ptuca mieszaning AN i IFN-al silnie aktywuje ekspresj¢ niektorych
genow zwigzanych ze szlakiem IFN-al bez zaangazowania biatka p53. Mechanizm ten jest szczegdlnie
widoczny w przypadku aktywacji [FI27 i wymaga dodatkowych analiz. Wykazano réwniez,
ze aktywacja genu OASI na skutek traktowania AN jest uzalezniona od obecnos$ci prawidtowej formy
biatka p53. OAS1 jest kolejnym zidentyfikowanym w tej pracy genem podlegajacym aktywacji ze strony
biatka p53.

Role biatka p53 w ostabianiu ekspresji gendw uczestniczacych w szlaku IFN-ol zaobserwowata
grupa Wang i wsp. [234]. Badacze wykazali obnizenie ekspresji genow kodujacych biatka transbtonowe
indukowane przez interferon — IFITM1, IFITM2 oraz IFITM3. W prezentowanych do$wiadczeniach
niniejszego projektu doktorskiego potwierdzono thumienie ekspresji genu [FITM3 przez biatko p53
(ryc. 42). W swoich badaniach grupa Wang wykazala takze, ze aktywacja biatka p53 i tlumienie
aktywacji biatek transbtonowych indukowanych przez interferon sprzyja zakazeniu komorek przez
wirus grypy typu A [234]. Inne badania prowadzone przez Muiioz-Fontela i wsp. wykazaty,
ze akumulacja p53 w mysich iludzkich komorkach przyczyniata si¢ do zmniejszenia replikacji
rekombinowanego wirusa pgcherzykowego zapalenia jamy ustnej (VSV) na wczesnym etapie infekcji
[100]. Hamowanie replikacji wirusa byto posrednio zwigzane ze wzmocnieniem sygnalizacji
interferonowej zaleznej od p53, a konkretnie indukcje niektorych gendéw stymulowanych
przez interferon.

W przypadku prezentowanych wynikow (ryc. 42.) opisano geny, ktore sg pozytywnie regulowane
zardbwno przez p53 jak i przez IFN-al-. IFIT3 i OASI. Ekspresja obu tych gendéw jest ostabiona
w komorkach pozbawionych prawidtowej formy biatka p53 i eksponowanych na dziatanie mieszaniny
AN. p53 moze wzmacnia¢ ekspresje niektorych genéw aktywowanych przez IFN-al (np. OAS1, IFIT3)
1 moze hamowa¢é ekspresje innych gendéw aktywowanych przez t¢ cytoking (np. [FITM3, IFI44).
Ponadto, p53 nie uczestniczy w regulacji genoéw, ktore sg aktywowane przez wspolne dziatanie IFN-al
1 mieszaniny AN (np. gen [FI27). Oznacza to, ze geny aktywowane przez IFN-al podlegaja
zroéznicowanej regulacji ze strony biatka p53 1 nie obserwuje si¢ jednego schematu aktywacii.
Badania transkryptomiczne z wykorzystaniem zmodyfikowanych linii komorkowych oraz traktowania
komoérek AN i IFN-al moglyby doprowadzi¢ do bardzo ciekawych wnioskéw dotyczgcych

funkcjonowania tych dwoch istotnych szlakow sygnalizacyjnych.
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4.3. Rola biatka p53 w aktywacji szlaku IFN-y

Przeanalizowano takze rolg biatka pS3 w regulacji genoéw i biatek uczestniczacych w szlaku IFN-y.
Komoérki poddano ekspozycji na stresory przez rézny czas (ryc. 44.). Dokonana analiza wynikow
wykazata, ze fosforylacja STAT1 po poczatkowym wzroScie, maleje wraz z wydluzonym czasem
eskpozycji na IFN-y. Wraz ze zmniejszaniem poziomu fosforylacji STAT1 obserwuje si¢ obnizong
akumulacje biatek uczestniczacych w odpowiedzi na IFN-y tj. IRF1 czy SOCSI. Literatura naukowa
wskazuje, ze zahamowanie fosforylacji STAT1 przyczynia si¢ do zwigkszonej podatnosci na infekcje
wirusowe. Zarowno delecja genu STATI u myszy, jak i niedobor STAT! u ludzi przyczyniaja si¢ do
$mierci z powodu infekcji [235], [236]. Zaobserwowano, ze po 24h traktowania IFN-y i mieszaning AN
(ryc. 44.), czyli w momencie kiedy obserwuje si¢ prawie catkowite zahamowanie fosforylacji STATI,
mozna dostrzec silng akumulacje kaspazy-1 (CASP1). Obserwuje si¢ silne wspotdziatanie AN i IFN-y
w aktywacji genu CASPI. Wspodtdzialanie jest najsilniejsze, gdy poziom fosforylacji STAT1 jest juz
bardzo niski (48h). Wspoéldziatanie mieszaniny AN oraz IFN-y zalezy prawdopodobnie posrednio
od stopnia fosforylacji STAT1. Aby lepiej zrozumie¢ zaobserwowane mechanizmy nalezatoby
przeanalizowac stopien aktywacji innych czynnikow transkrypcyjnych z rodziny STAT, np. STAT3
[235],[236]. Sugeruje si¢, ze zniesieniu aktywacji biatka STAT 1 prawdopodobnie towarzyszy aktywacja
wspotzawodniczacego szlaku STAT3, ktéry aktywuje CASP1. Podobne obserwacje odnotowali
Ho i Ivashkiv, aktywacja STAT3 w sygnalizacji IFN typu [ w komorkach szpikowych hamowata zalezng
od STAT1 aktywacj¢ genow uczestniczacych w stanie zapalnym [237]. Co wigce] zauwaza si¢, ze
STAT3 nie zmniejszal poziomu fosforylacji tyrozyny 701 STAT1, ale uniemozliwial tworzenie
homodimeréow STAT1 wiazacych si¢ z DNA, w wyniku czego nie obserwowano indukcji mediatorow
stanu zapalnego tj. CXCL9 i CXCL10 [237]. Badania Cuesta i wsp. wskazuja, ze aktywacja STAT3
moze przyczynia¢ si¢ do $mierci komorkowej wywotanej przez CASP1 [238]. Badania in vitro
wskazuja, ze aktywacja STAT1 moze wywola¢ apoptoze poprzez indukcj¢ CASP1 i liganda FAS, jednak
doktadne mechanizmy wciaz nie sa jasne [239], [240].

Naryc. 45 oraz ryc. 46B. pokazano, ze IFN-y wywotuje fosforylacj¢ seryny 727 biatka STAT1, ktora
nie podlega ostabieniu na skutek ekspozycji na AN. Zatem fosforylacja obu aminokwaséw inicjowana
przez IFN-y podlega r6znym mechanizmom regulacji ze strony czynnikow aktywowanych mieszaning
AN (np. p53). Wedtug badan Stephanou i wsp. aktywne biatko STAT1 inicjuje apoptotyczng $mieré
komorki poprzez indukcje liganda FAS 1 jego receptora. Do tego procesu niezbedna jest fosforylacja
seryny 727, natomiast fosforylacje seryny 701 nie jest wymagana [240]. Badania zrealizowane przez
Kovarik i wsp. wskazujg takze, ze fosforylacja seryny 727 biatka STAT1 jest indukowana przez [FN-y
za posrednictwem kinazy MAPK (p38 MAPK) [241]. Niewyjasniony pozostaje mechanizm obnizenia
fosforylacji STAT1 pod wpltywem stresorow aktywujacych pS3 w linii NCI-H1299, pozbawionej biatka
p53 (ryc. 46A). Moze to sugerowac, ze w linii komérkowej NCI-H1299 wystepuje alternatywny

mechanizm regulacji fosforylacji STAT1. Na ryc. 47. w prawidlowej linii fibroblastow obserwuje si¢
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brak fosforylacji tyrozyny 701. Obserwowany mechanizm w nowotworowych liniach A549
(takze CRISPR-Con oraz dzikim typie tej linii) moze wystepowaé w linii prawidlowej. W linii
GMO07492 pod wptywem mieszaniny AN IFN-y (podobnie jak w ww. liniach A549) wykazano silng
aktywacje CASPI.

Na podstawie wynikow przedstawionych na ryc. 44 biatka uczestniczace w szlaku IFN-y mozna
podzieli¢ na biatka wczesnej 1 pdznej aktywacji. Potwierdzenie tych wynikow pokazata
grupa Sekreckiej [242]. Postanowiono sprawdzi¢, czy obserwuje si¢ podobny mechanizm aktywacji
na poziomie transkryptomu. Biorac pod uwage akumulacje biatek (ryc. 44), mozna stwierdzié, ze geny
IRF1 i SOCSI naleza do genoéw wczesnej aktywacji, a CASPI, IFITI i IFIT3 nalezg do genow
poznej aktywacji. W cytowanych badaniach grupa Sekreckiej wykazata, ze gen IRFI aktywuje ekspresje
genu CASPI1 pod wplywem IFN-y. Prezentowane wyniki dotyczace poziomoéw biatek w komodrkach
traktowanych IFN-y sg zgodne z opublikowanymi danymi, ktore wskazujg, ze po rozpoczeciu
traktowania IFN-y najpierw nastepuje akumulacja biatka IRF1, ktore jako czynnik transkrypcyjny
aktywuje gen CASPI. W przypadku wszystkich testowanych gendéw poziom ekspresji zmienia si¢
w dwoch wyznaczonych punktach czasowych (6h i 48h). Jednak najwyzszy poziom ekspresji
obserwuje si¢ po 6h od poczatku ekspozycji na IFN-y. Zatem za najwyzsza akumulacj¢ biatka CASP1
po 48h ekspozycji na cytoking musza dodatkowo odpowiada¢ mechanizmy postranskrypcyjne, np. duza

stabilnos¢ biatka CASP1, ktore pozostaje w komdrce mimo zmniejszenia ilosci mRNA.
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S €3 IIEJE G| EEE S
CRISPR-Con . .
4
CRISPR-p53
% | CRISPR-Con
<
Z |CRISPR-pS3
CRISPR-Con
>
& | CRISPR-p53

Ekspresja genu powyzej 1000-krotnosé

Ekspresja genu wigksza badz rowna 100-krotnosci 1 mniejsza badz rowna 1000-krotnosci.
Ekspresja genu wigksza badz rowna 10-krotnosci i mniejsza badz rowna 100-krotnosci.
Ekspresja genu wigksza badz rowna 5-krotnosci 1 mniejsza badz rowna 10-krotnosci.

Ekspresja genu ponizej S-krotnosci

e ]

Ryc. 58. Podsumowanie ekspresji badanych genéw w komorkach eksponowanych kolejno przez 24h oraz 24+6h na wybrane
substancje w liniach A549 CRISPR-Con oraz CRISPR-p53 na podstawie ryc.49. oraz ryc.50. Krotno$¢ ekspresji przedstawiono
wzgledem krotnosci kontroli.
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Dodatkowo w przedstawionych wynikach (na ryc. 44., ryc. 49. oraz ryc. 50.) wykazano silne
wspotdziatanie mechanizméw aktywowanych w komorkach pod wptywem mieszaniny AN IFN-y na
aktywacje ekspresji genow: CASPI, IFITI oraz IFIT3 (wysoki poziom aktywacji widoczny jest tez na
poziomie biatka). Synergistycznego dziatania substancji AN i IFN-y nie obserwuje si¢ w komorkach
linii A549 CRISPR-p53. Biatko p53 moze wspotdziata¢ z IFN-y, aby addytywnie lub synergistycznie
stymulowac ekspresje niektorych genéow pomimo thumienia fosforylacji tyrozyny 701 biatka STAT1
zaleznej od biatka p53. Opisane wspoétdziatanie jest najlepiej widoczne na ryc.45 B. gdzie zastosowano
najpierw traktowanie mieszaning AN przez 24h (celem aktywacji szlaku biatka p53), a nastepnie
ekspozycja na cytokine przez 6h. Wykazano zwigkszong ekspresj¢ genow: CASPI, IFITI i IFIT3 oraz
prawdopodobnie /CAM1. W przypadku ekspresji genu /FI16 obserwuje si¢ addytywny mechanizm
aktywacji regulowany przez biatko p53 oraz IFN-y [243], [244]. Jednak mechanizm ten nie jest
obserwowany w regulacji ekspresji wszystkich genéw aktywowanych pod wplywem IFN-y i p53.
Omoéwione wyniki dowodzg, ze IFN-y i p53 majg wiele wspdélnych gendéw docelowych.
Ponadto, ich wspoétdziatanie aktywuje geny kodujace biatka uczestniczace w tych samych procesach
biologicznych. Skutkiem czego obserwuje si¢ np. prawidlowa prezentacje antygenoéw, uwrazliwienie
komoérek na apoptoze czy hamowanie cyklu komodrkowego [240], [241], [245], [246], [247].
Sugeruje sie takze regulacyjng role biatka p53 w procesach pyroptozy. W cyklu prezentowanych
wynikow obserwuje si¢ zalezna od p53 aktywacje genow CASPI 1 [FI16, ktére uczestnicza

w indukcji pyroptozy[87], [243].

4.4. Porownanie roli bialka p53 w szlakach interferonow

Na podstawie wczesniejszych wynikow dotyczacych roli biatka p53 w szlakach interferonow,
postanowiono sprawdzi¢, czy obserwacje sg charakterystyczne dla konkretnej linii komorkowej lub
danego typu nowotworu, czy moze s3 na tyle uniwersalne, ze wystepuja w ré6znych nowotworach

wywodzacych si¢ z odmiennych tkanek i s3 uwarunkowane wytacznie funkcjonalng forma biatka p53.

b =

- E E > = 5 E - o= g g = ; El = 3 é-

Sez 5 EL(fsz 2E Ll 7 £2|8% 28 E|5 2 g
NCI-H460
NCI-H292
U-208
AGS
A375

pSTAT1 Y701 CASP1 IRF1 IFIT1 IFIH1

. Silna aktywacji
D Slaba aktywacja
D Brak aktywacji

Rye. 59. Podsumowanie aktywacji wybranych bialek uczestniczacych w szlakach interferonu w liniach komoérkowych
o dzikim statusie genu 7P53 na podstawie ryc. 51.
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Fosforylacja tyrozyny 701 biatka STATI1, s$wiadczy o aktywacji biatka STAT1 [248].
Powszechnie wiadomo, ze biatko STAT1 wulega aktywacji pod wptywem IFN [249].
Zaskakujaca obserwacja jest fosforylacja Y701 biatka STAT1 w linii AGS pod wplywem traktowania
mieszaning AN. W badaniach Abril i wsp. przedstawiono, ze linia AGS pod wplywem dziatania
interferonu wykazuje szczeg6lnie niska aktywacje biatka STAT1 w poréwnaniu do linii HeLa [250].
W przypadku prezentowanych badan zauwaza si¢ silng aktywacje fosforylacji STAT1 indukowana przez
mieszaniny zawierajace AN. Stosowanie kombinacji obu chemioterapeutykéw moze aktywowac biatka
zaangazowane w szlaki stanu zapalnego, co moze ttumaczy¢ obserwacje [10].

Kaspaza-1 (CASP1) jest biatkiem prozapalnym aktywowanym poprzez montaz inflamasomu [251].
Badania Molla i wsp. pokazuja, ze niedobor CASP1 u myszy powoduje uposledzenie szlaku IFN-y
[251]. We wszystkich badanych liniach komérkowych pod wplywem mieszaniny AN i IFN-y obserwuje
si¢ wzrost akumulacji CASP1. W niektérych liniach wzrost ilosci tego biatka nastepuje rowniez
po traktowaniu samym IFN-y lub IFN-oa. CASP1 jest zaangazowana w szlak IFN-y. Obserwacja ta
potwierdza wczeséniejsze doniesienie grupy Profesora Rusina o akumulacji pod wptywem mieszaniny
AN bialek uczestniczacych w stanie zapalnym [10].

Biatko IRF1 zostato zidentyfikowane jako czynnik jadrowy, ktory jest indukowany
m.in. w odpowiedzi na aktywacje szlaku JAK/STAT [252]. Promotor genu /RF] zawiera pojedynczy
element GAS (ang. gamma interferon activation site), ale nie posiada sekwencji ISRE
(ang. interferon-stimulated response element) reagujacej na czynnik ISGF3 [253]. Zatem IFN typu II
indukuje silniejszg ekspresje genu /RF I niz IFN typu I lub typu III w wiekszosci typow komorek [254].

IFIT1 ulega aktywacji w odpowiedzi na interferon typu I [225]. Obserwuje si¢ silng aktywacje
biatka IFIT1 wzgledem kontroli w komorkach eksponowanych na IFN-a lub AN IFN-a. Istnieje zestaw
gendw indukowanych przez biatko STAT1 okreslanych jako geny sygnatury odporno$ci na uszkodzenia
DNA zwigzane z interferonem (IRDS), w sktad ktorej wchodzi gen IFITI [255].

IFIH1 odgrywa kluczowa role we wrodzonej odpowiedzi immunologicznej wywotanej infekcja
wirusowa [224]. W infekcjach wirusowych biatko IFIH1 jest kluczowym detektorem wirusowego RNA,
aktywowanym przez interferony typu I. Co wigcej, biatko IFIH1 ulega akumulacji w odpowiedzi na
aktywacje STAT1 [256]. W prezentowanych wynikach wzrost ilosci biatka IFIH1 wykazano
we wszystkich analizowanych komoérkach w odpowiedzi na IFN-a. W komorkach A549 i NCI-H1299
poziom tego biatka zwigksza si¢ rowniez pod wpltywem IFN-y (ryc. 46). Zatem to wazne biatko

o wlasciwosciach antywirusowych jest pod kontrolg dwdch typow cytokin.
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4.5. Wplyw IFN-y na indukcje¢ apoptozy

IFN-y odgrywa kluczowa rolg w aktywacji odpornosci komoérkowej i koordynuje procesy
odpornosci przeciwwirusowej i przeciwnowotworowej. IFN-y wraz z granzymem B i peroforyng
inicjuje apoptoze w komoérkach nowotworowych [257]. W niniejszym projekcie podjeto probe
sprawdzenia, w jaki sposob IFN-y wplywa na szlak apoptozy. Inspiracja byty wyniki przedstawione na
ryc. 37. wskazujaca, ze pozywka znad komoérek NK-92 jest w stanie uwrazliwi¢ komérki nowotworowe
na proapoptotyczne dziatanie FASLG. Na ryc. 52. pokazano, ze w komodrkach eksponowanych na AN
FASLG IFN-y wystepuje cigta forma kaspazy-8 (szlak zewngtrzny) oraz cigte formy kaspazy-9
(CASP9 szlak wewngetrzny), co oznacza aktywacje procesu apoptozy [80]. Kaspaza-3 (CASP3) jest
kaspaza efektorowa, ktoéra odgrywa szczegdlng role w fazie wykonawczej procesu apoptozy [80].
Najwyzszy poziom aktywnej kaspazy-3 obserwuje si¢ w komoérkach eksponowanych na mieszaning AN
FASLG IFN-y. Oznacza to, ze w komodrkach poddanych dziataniu AN FASLG IFN-y wystepuje silna
apoptoza, inicjowana aktywacja receptora FAS, ktorej towarzyszy rdéwniez aktywacja
mitochondrialnego szlaku apoptozy. Wciaz niewiele wiadomo o roli IFN-y w apoptozie, w ktorej
uczestniczy takze FAS [258]. Badania przeprowadzone przez Rosner i wsp. wykazuja role IFN-y
w transporcie receptora FAS na powierzchni¢ komorki w ciggu 24h, a proces ten wymagat aktywnosci
szlaku JAK/STAT [259]. Prezentowane wyniki wskazujg, ze w komorkach eksponowanych na IFN-y,
dodanie mieszaniny AN oslabi¢ fosforylacje tyrozyny 701 w STAT1, co jest zgodne z wczes$niejszymi
obserwacjami (np. Ryc. 45A). Najwazniejsze wnioski z niniejszego eksperymentu sg nastgpujace:
IFN-y uwrazliwia komoérki na aktywacj¢ kaspazy-8 inicjowang przez ligand FAS, prawdopodobnie
poprzez promowanie ekspresji liganda receptora FAS na powierzchni komoérek (cho¢ niewykluczone
jest zaangazowanie innych mechanizmow) [107]. Ekspozycja komoérek na AN (powodujaca aktywacje
pS53) jeszcze silniej uwrazliwia komorki na proapoptotyczne dziatanie liganda FAS [198].
Zaobserwowano takze, ze AN oraz IFN-y roéwniez wspotdziataja w uwrazliwieniu na FASLG, jednak
w zastosowanych warunkach wptyw AN wydaje si¢ mie¢ dominujace znaczenie. Obecno$cig IFN-y
w kondycjonowanej pozywce z komorek NK-92 mozna wytlumaczy¢ uwrazliwiajagcy wpltyw na
proapoptotyczne dziatanie liganda FAS, jakie odnotowano w innym doswiadczeniu (ryc. 37).
Wyniki do§wiadczen wykonanych w niniejszym projekcie jasno pokazuja, ze w czesci komorek
nowotworowych IFN-y oraz p53 wspoldzialaja w aktywacji wybranych gendéw, co moze prowadzi¢

do uwrazliwienia komorek nowotworowych na czynniki wywotujace Smier¢ apoptotyczna.
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5. Podsumowanie

Podsumowujac, biatko p53 wczesniej aktywowane mieszaning AN moze regulowaé procesy
zwigzane z odpowiedziag immunologiczng, na przyktad poprzez aktywacj¢ ekspresji genu WFDC2,
LACCI, WFDC5 kodujacych biatka o wiasciwosciach przeciwbakteryjnych. Poprzez aktywacje
zaleznych genow, biatko p53 jest w stanie: regulowac¢ stan zapalny (GAST, KCNK6, PTAFR, WEDCS,
OTUDI, EOMES czy ICOSLG), aktywowa¢ komorki zwigzane z ukladem immunologicznym
tj. neutrofile (7RANKI), makrofagi (ACP5, LACCI, MAFB, APOL3, SLAMF?7) czy limfocyty
wykazujace cytotoksyczng odpowiedz (w tym komorki NK) (TRANKI, TNFRF14, NCR3LGI,
SLAMF7, EOMES, ICOSLG). Biatko p53 wykazuje takze funkcje regulacyjne w szlakach interferonowe
poprzez geny: OTUDI, KLRG2, APOL3, SLAMF7, EOMES czy ICOSLG.

Biatko p53 moze regulowac¢ szlaki interferonowe takze przez biatko SOCS1, a takze wykazuje wiele
wspolnych gendéw docelowych zwigzanych ze szlakiem IFN-al (tj. OASI, IFIT3) oraz IFN-y
(tj. CASP1,IRF 1, IFITI). Wykazano takze, ze biatko p53 moze regulowac pyroptoze m.in. poprzez
aktywacje CASPI czy IFI116. Przedstawiono takze mozliwe wspotdziatanie biatka p53, FASLG oraz
IFN-y w uwrazliwianiu komoérek nowotworowych na apoptotyczng $mier¢ komorkowa.
Wykazano takze, ze mieszanina AN uwrazliwia komorki niedrobnokomorkowego raka ptuca o roznym
statusie genu 7P53 na cytotoksyczne dzialanie komorek NK-92.

Zlokalizowano sekwencje DNA z ktorej biatko p53 moze oddzialywaé na ekspresje genow:
SLAMF7, KLRG2 i NCR3LGI. Dodatkowo, przedstawiono mechanizm aktywacji biatka SLAMF7
zalezny od biatka p53, aktywowanego pod wplywem mieszaniny AN. Przedstawiono mas¢ molekularng
sekrecyjnej formy biatka SLAMF7 (sSLAMF7). Opisano takze alternatywny szlak aktywacji biatka
SLAMF7 pod wptywem paklitakselu, ktorego aktywacja odbywa si¢ nie zaleznie od p53.
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Rye. 60. Graficzne podsumowanie uzyskanych wynikéw ramach niniejszego projektu doktorskiego. Wykonane wiasne

w programie BioRender.

141



V1. WniosKki

Na podstawie wynikéw uzyskanych w ramach niniejszego projektu doktorskiego mozna stwierdzic, ze:

Zidentyfikowano 24 geny, ktorych ekspresja jest zalezna od obecno$ci prawidtowej formy
biatka p53 aktywowanej pod wpltywem mieszaniny AN. Z czego 17 z nich koduje biatka
zwigzane z odporno$cia: tj.: ACP5, APOL3, EOMES, GAST, ICOSLG, KCNK6, KLRG2,
LACCI, MAFB, NCR3LGI, OTUDI, PTAFR, SLAMF7, TRANKI, TNFRSFI14, WFDC2,
WFDC5. Natomiast biatka pozostatych genow - BEX2, CIBAR2, CRABP2, CTHRCH1, INKA1,
NDRG4, WNT4 - nie wykazuja funkcji bezposrednio zwigzanych =z uktadem
immunologicznym.

Wskazano miejsce wigzania biatka p53 w wybranych genach: SLAMF7, KLRG?2 oraz NCR3LG.
Testowane sekwencje sg zlokalizowane poza promotorami genéw pelnia wiec prawdopodobnie
funkcje enhancerow. W zastosowanych testach sekwencje byty aktywowane zaré6wno przez
egzo- jak i endogenne p53, przy czym aktywnos$¢ sekwencji pochodzacych z SLAMF7 1 KLRG2
byla znacznie wigksza niz sekwencji genu NCR3LGI.

Biatko SLAMF7 moze by¢ aktywowane pod wplywem mieszaniny AN, ktora aktywuje
biatko p53. Co wigcej, wykryto w medium kondycjonowanym sekrecyjna forme
biatka SLAMF7 o masie molekularnej ~50 kDa, ktora dotychczas identyfikowano jedynie
u chorych ze szpiczakiem mnogim, ktérego komorki produkujg zwigkszong ilos¢ SLAMF7.
Ponadto odkryto istnienie alternatywnego szlaku aktywacji genu SLAMF7 pod wpltywem
paklitakselu, ktory nie angazuje biatka p53. Przypuszczalnie AN lub paklitaksel moga
uwrazliwia¢ komorki guzow litych na dzialanie Elotozumabu, leczniczego przeciwciata
promujgcego niszczenie komorek szpiczaka mnogiego poprzez wigzanie ze SLAMF7.
Mieszanina AN uwrazliwia komorki niedrobnokomoérkowego raka pluca na cytotoksyczne
dziatanie komorek NK-92. Jednak efekt uwrazliwienia jest bardziej widoczny w komorkach,
w ktoérych dochodzi do aktywacji prawidtowej formy biatka p53.

Wspoldziatanie IFN-y i liganda FAS moze przyczynia¢ si¢ do aktywacji szlakow zwigzanych
z uwrazliwieniem komorek nowotworowych na komorki efektorowe.

Bialko p53 moze kontrolowa¢ szlaki interferonowe poprzez regulacje ekspresji genu SOCS],
przy czym kierunek regulacji jest komorkowo swoisty.

Bialko p53 nie ma wpltywu lub reguluje negatywnie ekspresje¢ genow stymulowanych
interferonem-o.

Biatko p53 wspotdziata z interferonem-y (synergistycznie lub addytywnie) w ekspres;ji
niektérych gendéw bedacych pod kontrolg tej cytokiny, np. kluczowych z punktu widzenia
odpowiedzi immunologicznej genéw: CASPI, IFITI, IRF1, IFIT3.
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