Identyfikacja nowych genow regulowanych przez p53 w komorkach eksponowanych
na aktynomycyne D i nutline-3a

Streszczenie
Biatko p53 wykazuje silne dziatanie przeciwnowotworowe, a jego gen - TP53 jest jednym z najczesciej
zmutowanych w komérkach nowotworowych. Pomimo 40 lat badan petne spektrum jego funkc;ji nie
jest w petni poznane. Ostatnie doniesienia wskazujg, ze moze wpltywac¢ na dziatanie uktadu
odpornosciowego poprzez regulacje aktywnosci gendw i biatek zaangazowanych w jego aktywnos¢,
cho¢ jest to bardzo stabo poznany obszar funkcjonowania biatka p53.

Celem niniejszego projektu doktorskiego byto zidentyfikowane gendéw, kodujgcych biatka uktadu
odpornosciowego, kontrolowanych przez p53. W innowacyjny sposéb aktywowano p53 za pomoca
jednoczesnego traktowania aktynomycyng D i nutling-3a (AN). Zidentyfikowano 17 gendw, ktérych
biatka sg mediatorami funkcji komérek immunologicznych tj. limfocytéw cytotoksycznych, komérek
NK (natural killers), makrofagéw czy neutrofiléw. Inne biatka kodowane przez geny aktywowane pod
wptywem biatka p53 biorg udziat w regulacji stanu zapalnego, czy sg zaangazowane w szlaki
interferonowe. Sposrdd tych 17 gendéw wybrano trzy (SLAMF7, KLRG2 oraz NCR3LG1) do bardziej
szczegbtowych testow. Testy lucyferazowe potwierdzity silny wptyw p53 na aktywnosé transkrypcyjng
sekwencji DNA pochodzacych z genéw SLAMF7 i KLRG2. Skupiono sie na biatku SLAMF7, kluczowym
dla aktywacji funkcji cytotoksycznych komoérek NK i zbadano jego aktywacje w réznych typach linii
komdrkowych po ekspozycji na chemioterapeutyki. Potwierdzono, ze p53 wptywa na akumulacje
SLAMF7 w komoérkach eksponowanych na mieszanine AN lub kamptotecyne. Odkryto takze
sekrecyjng forme SLAMF7 (~50 kDa) w medium kondycjonowanym komdrek traktowanych
mieszaning AN - wykrywang dotychczas we krwi pacjentow ze szpiczakiem mnogim.
Niespodziewanie, biatko SLAMF7 ulega silnej aktywacji niezaleznie od biatka p53 pod wptywem
paklitakselu. Co wiecej, mechanizm tej aktywacji sprawdzono takze na liniach komérkowych o
réoznorodnym statusie genu TP53.

W poczatkowych etapach badan zauwazono, ze biatko p53 aktywowane przez mieszanine AN, moze
regulowaé¢ odpowiedz komodrek na cytotoksyczne limfocyty (w tym komorki NK) poprzez geny
TRANK1, TNFRSF14, NCR3LG1, SLAMF7, EOMES, ICOSLG. Dlatego postanowiono sprawdzi¢, czy
mieszanina AN i biatko p53 mogg zwieksza¢ wrazliwos¢ komdrek nowotworowych na niszczenie przez
komorki NK. Wyniki wskazuja, ze komorki niedrobnokomérkowego raka ptuca traktowane mieszaning
AN stajg sie bardziej wrazliwe na cytotoksyczne dziatanie komdrek NK-92. Efekt ten jest wyrazniejszy
w komoédrkach wykazujgcych prawidiowg forme biatka p53, co zaobserwowano w liniach
niedrobnokomdrkowego raka ptuca A549 oraz NCI-H460.

Biatko p53 aktywowane pod wptywem mieszaniny AN, poprzez aktywacje gendw APOL3, SLAMF7,
OTUD1, EOMES, ICOSLG moze mieé¢ wptyw na dziatanie szlakéw interferonowych. Potwierdzono, ze
biatko p53 moze aktywowac gen SOCS1, ktory jest inhibitorem szlaku JAK/STAT, co sugeruje jego
wptyw na ekspresje gendw stymulowanych interferonem-a (IFN-a) oraz interferonem-y (IFN-y).



p53 wptywa negatywnie na ekspresje niektérych gendw stymulowanych IFN-a. W przeciwienstwie do
tego, wykazano, ze biatko p53 wspédtdziata z IFN-y (synergistycznie lub addytywnie) w stymulacji
ekspresji niektorych gendw kodujgcych biatka odpornosci wrodzonej tj. CASP1, IFIT1, IFIT3.

Podsumowujagc, przeciwnowotworowe biatko p53 wykazuje funkcje regulacyjne wrodzonej
odpowiedzi immunologicznej poprzez aktywacje dziesigtek gendw, kodujgcych biatka tego systemu.
W ramach niniejszego projektu doktorskiego bardziej szczegétowo zbadano wptyw p53 na
uwrazliwianie komoérek nowotworowych na cytotoksyczne dziatanie komorek NK-92 oraz jego role w
odpowiedzi na IFN-a i IFN-y. Odkryto mechanizm aktywacji genu SLAMF7 pod wptywem paklitakselu
niezaleznie od p53, jednak jest to nowo zdobyta wiedza, ktorg nalezy zgtebi¢. Opisane mechanizmy
moga miec¢ znaczenie praktyczne ze wzgledu na istnienie terapii wykorzystujacej zwiekszong
ekspresje  SLAMF7 jako celu przeciwciata (Elotuzumab) zwiekszajgcego wrazliwos¢ komorek
nowotworowych na niszczgce dziatanie uktadu odpornosciowego.



