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Cel projektu i hipotezy. Przeciwnowotworowe biatko p53 jest znane z regulacji cyklu komérkowego i
aktywacji apoptozy. Jego wptyw na odpornosé¢ wrodzong jest bardzo stabo zbadany. Nasz projekt opiera sie
na hipotezie zgodnie z ktdrg réwnoczesne traktowanie komodrek aktynomycyng D i nutling-3a (A+N,
eksperymentalna kombinacja lekéw) silnie aktywuje pokazny odsetek gendw regulowanych przez biatko p53,
ktdre to geny sg stabo aktywowane w innych, powszechnie uzywanych, warunkach eksperymentéw. Stwarza
to niepowtarzalng okazje do identyfikacji nieznanych wczesniej gendw podlegajacych regulacji ze strony
biatka p53. Doktadna wiedza na temat mechanizmdéw destrukcji komodrek ztosliwych przez uktad
odpornosciowy ma kluczowe znaczenie w rozwoju immunoterapii nowotworédw. W badaniach wstepnych
zaobserwowali$my co najmniej 10-krotny wzrost aktywnosci bardzo wielu gendw w komdrkach A549 (rak
ptuca) poddanych dziataniu A+N lub dziataniu kamptotecyny (CPT), ktdra jest lekiem przeciwnowotworowym
oraz innym silnym aktywatorem p53. Duzy odsetek tych gendéw koduje biatka odpornosci wrodzonej -
pierwszej linii obrony przeciw infekcjom i nowotworom. Dziatanie systemu polega na rozpoznaniu markera
na komodrkach poddanych stresowi przez wyspecjalizowane receptory, ktérych pobudzenie wyzwala reakcje
obronng organizmu. Kluczowym elementem odpornosci wrodzonej sg limfocyty zwane naturalnymi
zabdéjcami lub komdrkami NK (ang. natural killers). Posiadajg one zdolno$é niszczenia komoérek
nowotworowych lub zainfekowanych wirusem. Na powierzchni komdrek NK wystepujg aktywujgce receptory
majace zdolnos¢ rozpoznawania aktywujgcych markeréw wystepujgcych na komaérkach przeznaczonych do
zniszczenia ze wzgledu na toczacy sie w nich proces chorobowy. Po rozpoznaniu aktywujacych markeréw na
komoérce docelowej, komérki NK niszczg jg. Nasze badania wykazaty, ze CPT oraz A+N spowodowaty w kilku
liniach komdérkowych pochodzenia nowotworowego gwattowny (nawet 100-krotny) wzrost aktywnosci genu
SLAMF7 kodujgcego marker na powierzchni komérek nowotworowych aktywujgcy cytotoksyczne dziatanie
komoérek NK. Ogdélnym celem projektu jest identyfikacja nieznanych wczesniej gendw regulowanych przez
p53 i wstepna biologiczna charakterystyka tych sposrdd nich, ktdre sg bardzo stabo zbadane (np. KLRG2 - wg
naszej hipotezy to kolejny ligand aktywujacy komérki NK ). Badania rozpoczniemy od przetestowanie dwdch
szczegdtowych hipotez. Wedtug pierwszej z nich, cytotoksyczna aktywnos$é lekdw przeciwnowotworowych
odbywa sie czesciowo poprzez wzmacnianie ekspresji sygnatéw typu "zabij mnie" (np. biatka SLAMF7)
obecnych na powierzchni komérek nowotworowych, co sprawia, ze stajg sie one tatwym celem dla komodrek
NK. Wedtug drugiej hipotezy, biatko SLAMF7 i inne ligandy typu "zabij mnie" podlegajg pozytywnej regulacji
ze strony aktywnego biatka p53, w konsekwencji, w komérkach nowotworowych ze zmutowanym genem
p53 wspomniane biatka sygnatowe nie ulegajg akumulacji na skutek dziatania lekdw przeciwnowotworowych
i tak zmutowane komoérki s3 mniej wrazliwe na destrukcyjne dziatanie limfocytéw NK.

Metodologia. Planujemy sprawdzi¢ czy geny SLAMF7 i KLRG2 sg aktywowany przez biatko p53 (zestaw
analizowanych gendw moze ulec rozszerzeniu). W tym celu wyodrebnimy odcinki regulatorowe genéw
zawierajgce potencjalne miejsca wigzania p53 i sprawdzimy, metoda testow reporterowych, czy podlegajg
one aktywacji ze strony p53 wytworzonego przez plazmid ekspresyjny. Ponadto sprawdzimy, czy w
komaérkach z usunietym genem p53 (metodg CRISPR/Cas9) zachodzi ekspresja badanych genéw na skutek
dziatania A+N lub kamptotecyny. W kolejnym uktadzie doswiadczalnym, w panelu 11 nowotworowych linii
komérkowych i w komérkach prawidtowych, sprawdzimy stopief aktywacji p53 i ekspresji SLAMF7 oraz
KLRG2 w warunkach wzrostu kontrolnego oraz pod wptywem dziatania lekéw przeciwnowotworowych.
Nastepnie, przy pomocy pomiaru aktywnosci enzymu uwalnianego przez umierajgce komorki, sprawdzimy
czy linie komérek nowotworowych réznig sie wrazliwoscig na toksyczne dziatanie modelowych komérek NK
(linia NK-92), czy dziatanie chemioterapeutykdéw uwrazliwia wybrane linie komérek nowotworowych na
dziatanie komérek NK-92 oraz czy usuniecie gendow SLAMF7, KLRG2 lub p53 w wybranych liniach komdrek
nowotworowych zmniejsza ich podatnos¢ na cytotoksyczne dziatanie limfocytéw NK.

Wptyw na rozwoj dziedziny. Rezultaty wptyng na dynamicznie rozwijajgcg sie dziedzine badan jaka jest
immunoterapia nowotwordw. Konkretnie, wyniki pomogg lepiej zrozumieé stabo zbadany mechanizm
posredniego niszczenia komdrek nowotworowych przez p53 za pomocg zwiekszenia produkcji biatek
pietnujgcych komérki nowotworowe do rozktadu przez komodrki NK. Komorki nowotworowe unikajg
rozpoznania przez uktad odpornosciowy miedzy innymi poprzez wygaszanie gendow produkujgcych markery
destrukcji. Wznowienie ich produkcji, miedzy innymi za pomocg substancji stosowanych w chemioterapii, lub
nowych czynnikdw terapeutycznych, jest strategicznym celem eksperymentalnych metod leczniczych
wykorzystujgcych  komérki NK. Ponadto, nasz projekt pomoze lepiej zrozumieé¢ dziatanie
przeciwnowotworowego biatka p53, ktére ciggle ukrywa przed nami wiele tajemnic.



