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Cel prowadzonych badan/hipoteza badawcza

Biatko p53 jest jednym z najwazniejszych czynnikoéw regulujgcych podstawowe procesy komdrkowe w
odpowiedzi gtownie na czynniki stresowe, obejmujace uszkodzenia DNA, hipoksj¢, czy tez aktywacje
onkogenu. Odgrywa wazng podstawowa rol¢ supresorowa procesu nowotworowego, reguluje odpowiedz
przeciwwirusowa oraz stan zapalny komorki. Ludzkie biatko p53 skupia wiele uwagi badaczy, ze wzgledu
na fakt, iz mutacje TP53 wystepuja w ponad potowie ludzkich nowotwordéw, a mutacje przekazywane
miedzy rodzicami i dzie¢mi zwigkszaja ryzyko nowotworu, u kobiet do prawie 100%. Pomimo
intensywnych badan, nadal istnieja nie zidentyfikowane mechanizmy zalezne od p53.

ZaobserwowaliSmy, ze jednoczesne traktowanie linii komoérkowej nowotworu pluc (A549) dwoma
substancjami: aktynomycyng D oraz nutling-3a (A+N) wywotuje silng aktywacje p53. Synergizm dzialania
wynika z faktu, iz aktynomycyna D wptywa na fosforylacje p53 w miejscu przyczyniajacym si¢ do jego
aktywacji, a nutlina — 3a blokuje negatywny regulator biatka p53 co dodatkowo sprzyja fosforylacji. Jednym
z gendéw stymulowany przez podanie zaproponowanej kombinacji substancji jest gen TREM2.
Polimorfizmy i mutacje w obrebie TREM?2 przyczyniajg si¢ do rozwoju choroby Alzheimera i innych chorob
neurodegeneracyjnych oraz moga korelowac z inwazyjno$cig komdrki nowotworowe;.

Analizujac biochemiczne i biologiczne wlasciwosci znanych kinaz, ktére moga odpowiada¢ za indukcje
aktywnosci p53 zaproponowali$my hipoteze, dotyczaca wptywu kinaza syntazy glikogenu (GSK-3). Enzym
ten, jest niezbedny w metabolizmie i wielu procesach komoérkowych oraz wystepuje w dwoch izoformach
GSK-3a i GSK-3B, kodowanych przez dwa odrgbne geny (GSK-3A i GSK-3B). Stosujac swoisty inhibitor
GSK-3 (CHIR-98014) zaobserwowaliémy zmniejszenie fosforylacji p53 oraz zahamowanie aktywacji
niektorych genoéw zaleznych od analizowanego biatka w tym genu TREM2. W podjetym projekcie
planujemy sprawdzi¢, ktora z izoform GSK-3 aktywuje p53 w wyniku traktowania A+N. Eksperyment
bedziemy prowadzi¢ z wykorzystaniem metod inzynierii genetycznej prowaqdzacych do wyciszenia
aktywnosci genu. Nastepnie chcemy sprawdzi¢, ktore z gendéw sa wrazliwe na hamujacy wptyw CHIR-
98014 w stosunku do aktywacji p53. Kolejno planujemy sprawdzi¢ jaki wplyw na procesy komoérkowe
bedzie miato wyciszenie GSK-3A, GSK-3B oraz TREM2. Przypuszczamy, ze traktowanie A+N i/ lub CHIR-
98014 moze uwrazliwia¢ komorki na dziatanie receptoréw Smierci apoptotyczne;.

Zastosowana metoda badawcza/metodyka

Pierwsza cze$¢ projektu bedzie opierala si¢ na analizie ekspresji gendéw metoda sekwencjonowania
tranksryptomu (RNA-Seq) w komoérkach nowotworu ptuca A549 nie poddanych dziataniu stresowi
(kontrola) oraz eksponowanych przez 30 godzin na A+N, A+N wraz z CHIR-98014 oraz komorkach
poddanych dziataniu samego inhibitora. Zmiany ekspresji gendéw zostang poréwnane metodami
bioinformatycznymi  pomiedzy poszczegdlnymi warunkami eksperymentalnymi (6 pordwnan).
Sekwencjonowanie oraz podstawowa analiza bioinformatyczna zostana zlecone wyspecjalizowanej firmie
zewngtrznej. W ten sposob zidentyfikujemy geny, ktorych aktywacja wywotana A+N jest ostabiana przez
inhibitor GSK-3 (CHIR-98014). Wyciszenie genéw (knock-down) zostanie przeprowadzone przy pomocy
komercyjnie dostgpnych lentiwirusow produkujacych wyciszajace czasteczki shRNA. Linia A549 z
wyciszonym TREM?2 jest w naszej dyspozycji. Zmiany ekspresji genow zidentyfikowanych metoda RNA-
Seq potwierdzane metoda iloSciowej reakcji RT-PCR, natomiast ilo$¢ bialek kodowanych przez wybrane
geny a takze stopien fosforylacji p53 beda analizowane poprzez elektroforezg polaczong z immunodetekcja
na blonie (ang. Western blotting). Inne testy biologiczne takie jak wykrywanie apoptozy, analiza cyklu
komoérkowego, badanie tempa proliferacji itp. beda wykonywane wg rutynowych procedur z
wykorzystaniem, m.in. cytometrii przeptywowej. Glowne konkluzje zostana zweryfikowane w oparciu o
inne typy linii komorkowych, aby przekona¢ sie, czy uzyskane wnioski majg bardziej uniwersalne
zastosowanie.

Wplyw spodziewanych rezultatéw na rozwdéj nauki

Najwazniejszym rezultatem projektu bedzie lepsze zrozumienie funkcjonalnego zwigzku pomigdzy biatkiem
p53 a szlakiem zaleznym od biatka TREM2, ktore uczestniczy w regulacji stanu zapalnego oraz
przeciwdziala $mierci komorek. Nierownowaga tego procesu jest przyczyna $miertelno$ci zwigzanej z
nowotworami, chorobami neurodegeneracyjnymi i niektéorymi infekcjami. Zrozumiemy rowniez lepiej
dzialanie kinazy GSK-3 uczestniczacej w regulacji zadziwiajaco wielu szlakow sygnalizacyjnych. Mimo, ze
nasz model badawczy nie dotyczy bezposrednio choroby Alzheimera, lepsze zrozumienie regulacji ekspresji
TREM2 moze rzuci¢ nowe $wiatto na geneza tego schorzenia, ktore staje si¢ coraz wigkszym problemem
spolecznym wraz ze starzeniem si¢ populacji europejskie;j.



